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АТФ – аденозинтрифосфат  
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота   
МСК – мезенхимные стволовые клетки  
СК – стволовые клетки   
ССК – соматические стволовые клетки  
ЭГДА – этиленгликоль бис (бета-аминоэтил эфир)-N,N,N ',N'-тетрауксусной кислоты 
ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота  
эМСК – мезенхимные стволовые клетки эндометрия  
ЭСК – эмбриональные стволовые клетки 
AMPK – AMP (adenosine monophopsphate) kinase 
АТМ - ataxia teleangieсtasia mutated  
BSA – бычий сывороточный альбумин  
CD – кластер дифференцировки  
Chk2 – checkpoint kinase 2  
DDR – DNA (Deoxyribonucleic acid) damage response, ответ на повреждение ДНК  
DMEM – питательная среда Игла в модификации Дюльбекко    
DMSO – диметилсульфоксид 
ERK – extracellular signal regulated kinase 
FAT  - FRAP-ATM-TRRAP   
FATC - FAT C-терминальный домен  
FRB (FKBP12/rapamycin-binding) – FKBP12/рапамицин-связывающий домен 
FS – прямое светорассеяние  
GAPDH – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа  
Н2О2 – перекись водорода  
КD – киназный домен 
MAPK – mitogen-activated protein kinase 
MDM-2 – mouse double minute 2 
MEK – MAPK/ERK kinase 
MK-2 – MAPKAPK-2 – MAP kinase-activated protein kinase-2  
MTT – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолиум бромид  
PBS – фосфатно-солевой буфер  
PI – йодистый пропидий  
PI3K – фосфотидилинозитол-3-киназы  
PIKK - киназы, подобные фосфотидилинозитол-3-киназам   
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PMSF – фенилметилсульфонилфторид   
Rb – белок ретинобластомы   
RSK – ribosomal S6 kinase 
SA-β-Gal – ассоциированная со старением β-галактозидаза   
SDS – додецилсульфат натрия   




Эндометриальные мезенхимные стволовые клетки (эМСК) впервые были 
обнаружены в десквамированном эндометрии, содержащемся  в менструальной крови, в 
2007 году (Meng et al., 2007). Показано, что эМСК обладают рядом существенных 
преимуществ по сравнению с мезенхимными стволовыми клетками (МСК), полученными 
из других источников, важнейшими из которых являются сохранение стабильного 
кариотипа и высокой пролиферативной активности при длительном культивировании, 
способность дифференцироваться в 9 типов клеток трех зародышевых листков, а также не 
инвазивный и не травматичный для пациента способ их изоляции. Эти особенности 
делают эМСК привлекательным объектом для использования в заместительной клеточной 
терапии, и в настоящее время уже есть сообщения о положительных результатах 
трансплантации эМСК людям, страдающим такими заболеваниями, как рассеянный 
склероз, мышечная дистрофия Дюшена и сердечная недостаточность (Zhong et al., 2009; 
Ichim et al., 2010; Bockeria et al., 2013; Ulrich et al., 2013). Известно, что развитие многих 
заболеваний, для которых описано успешное применение эМСК, сопровождается 
локальным окислительным стрессом (Agarwal et al., 2005; Di Filippo et al., 2006; Tsutsui et 
al., 2011; Terrill et al., 2013), следовательно, после трансплантации эМСК могут оказаться в 
неблагоприятном микроокружении. В связи с этим изучение ответов эМСК на 
окислительный стресс может моделировать реальные ситуации, возникающие в процессе 
трансплантации этих клеток при лечении различных заболеваний. Наряду с такими 
широко распространенными реакциями МСК на стрессовые воздействия, как временная 
остановка клеточного цикла, репарация повреждений и апоптоз, в последнее время 
активно исследуется феномен преждевременного старения клеток (Wang, Jang, 2009; 
Brandl et al., 2011b; Kim et al., 2011; Alekseenko et al., 2012; Cmielova et al., 2012; Ko et al., 
2012; Larsen et al., 2012; Burova et al., 2013). Существенным является то, что стареющие 
МСК, оставаясь метаболически активными, находятся в состоянии необратимого ареста 
клеточного цикла и, соответственно, утрачивают способность регенерировать 
поврежденные ткани. Эти факты подчеркивают необходимость исследования механизмов, 
лежащих в основе преждевременного старения стволовых клеток.  Основной пул данных о 
преждевременном старении МСК в условиях окислительного стресса получен на МСК, 
выделенных из костного мозга и пуповинной крови. Важно подчеркнуть, что до недавнего 
времени в литературе полностью отсутствовали сведения о стресс-индуцированном 
старении эМСК. Однако в 2013 году сотрудниками нашего отдела было убедительно 
продемонстрировано, что в условиях сублетального окислительного стресса эМСК 
подвергаются преждевременному старению, которое сопровождается соответствующими 
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фенотипическими изменениями клеток и необратимой потерей пролиферации (Burova et 
al., 2013). При исследовании механизма, лежащего в основе стресс-индуцированного 
старения эМСК, мы обнаружили, что в Н2О2-обработанных клетках активируются 
р53/p21/Rb и p38 MAPK сигнальные каскады (Borodkina et al., 2014). На основании 
литературных данных мы предположили, что mTORС1 путь также может быть вовлечен в 
развитие преждевременного старения эМСК. Таким образом, в настоящей работе 
представлялось важным изучить роль mTORС1 и его основных регуляторов в процессе 
Н2О2-индуцированного старения эМСК. 
Цель: исследование роли mTORС1 сигнального пути в регуляции Н2О2-
индуцированного старения эндометриальных стволовых клеток человека.  
Задачи:  
1. Выявление эффектов рапамицина на активность компонентов mTORC1 
сигнального пути в Н2О2-обработанных эМСК 
2. Оценка влияния ингибирования mTORС1 на пролиферативный статус, активность 
р53/р21/Rb сигнального пути и фенотип стареющих эМСК 
3. Анализ влияния mTORC1 на Raf/MEK/ERK/p90RSK сигнальный каскад в Н2О2-
обработанных эМСК 
4. Установление роли AKT киназы в регуляции mTORC1 пути при преждевременном 
старении эМСК 
5. Исследование характера изменения основных признаков старения Н2О2-
обработанных эМСК и активности р53/р21/Rb сигнального пути в условиях 
ингибирования AKT 
6. Выявление роли ERK1/2 в регуляции mTORC1 пути при стресс-индуцированном 
старении эМСК 
7. Оценка маркеров преждевременного старения эМСК в условиях ингибирования 
активности ERK1/2  





1. Основные понятия о стволовых клетках 
 1.1. История открытия стволовых клеток       
Открытие понятия и появление термина «стволовая клетка» связаны с именем 
русского ученого-гистолога А.А. Максимова, который в своей статье 1909 года высказал 
предположение, что в нашем организме пожизненно сохраняются недифференцированные 
клетки, способные превращаться в специализированные клетки крови и соединительной 
ткани (Maximow, 1909). Однако лишь в 1961 году Тилл и Маккалоч получили первые 
экспериментальные доказательства существования стволовых клеток (СК). Оказалось, что 
после введения взвеси донорского костного мозга смертельно облученным мышам через 
1-2 недели у них формировались макроскопические колонии пролиферирующих клеток 
(Till, McCulloch, 1961). В 1963 году этими же исследователями совместно с А. Бекером 
было продемонстрировано, что каждая такая колония представляет собой клон – 
потомство одной клетки (Becker et al., 1963). Чуть позднее российские ученые А.Я. 
Фриденштейн и И.Л. Чертков описали существование двух видов СК в костном мозге – 
гемопоэтических, являющихся предшественниками всех типов клеток крови, и 
стромальных (мезенхимных) стволовых клеток (Чертков, Фриденштейн, 1977). Позже 
другими авторами были получены эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) мыши из 
внутренней клеточной массы бластоцисты (Evans, Kaufman, 1981), а также выделено 5 
бессмертных линий ЭСК из эмбриобласта бластоцисты человека (Thomson et al., 1998). В 
настоящее время изучение стволовых клеток является одним из самых перспективных 
направлений науки.  
1.2. Свойства и классификация стволовых клеток  
Согласно одному из определений, стволовые клетки представляют собой группу 
клеток-предшественников, обладающих способностью к самообновлению и 
дифференцировке в специализированные ткани. Самообновление, или самоподдержание, 
– способность одной (при ассиметричном делении) или обеих (при симметричном 
делении) дочерних клеток полностью воспроизводить свойства материнской, что 
позволяет СК сохранять пролиферативный потенциал на протяжении всей жизни 
организма. Дифференцировка – это процесс специализации клеток под действием 
различных стимулов.   
На сегодняшний день существует несколько классификаций стволовых клеток, 
наиболее распространенными из которых являются классификация по способности к 
дифференцировке и по источнику происхождения.  Согласно первой классификации 
принято выделять следующие типы СК (Wobus, Boheler, 2005): 
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1. тотипотентные – способны формировать все типы клеток – к ним относятся 
зигота и бластомеры 2-8 клеточных стадий;  
2. плюрипотентные – образуют производные всех трех зародышевых листков 
(эндодермы, мезодермы, эктодермы) – к ним относятся эмбриональные стволовые клетки, 
первичные половые клетки и клетки эмбриональных карцином;   
3. мультипотентные – клетки, способные дифференцироваться во многие, но не все 
линии клеток, обычно в пределах одного зародышевого листка;   
4. унипотентные – формируют только клетки определенных тканей.  Как правило, 
по происхождению стволовые клетки делят на эмбриональные, первичные половые и 
соматические клетки.  
Разделяют также соматические и эмбриональные стволовые клетки. Соматические 
СК могут быть либо мультипотентными, либо унипотентными, а эмбриональные 
стволовые клетки принято относить к плюрипотентным (Fortier, 2005). Соматические 
стволовые клетки (ССК) являются постнатальными, т.е. их получают после рождения 
организма. На сегодняшний день ССК обнаружены в большинстве тканей взрослого 
организма, включая костный мозг, желудочно-кишечный тракт, печень, кожу, головной 
мозг и др. (Пальцев и др., 2006). В настоящее время большое внимание уделяется 
изучению свойств мезенхимных стволовых клеток (МСК), являющихся одним из 
основных типов ССК.    
1.3. Мезенхимные стволовые клетки  
Основные свойства МСК были установлены еще в конце прошлого века. Во-
первых, эти клетки адгезивны к пластику, то есть при культивировании они 
прикрепляются к поверхности. Во-вторых, МСК обладают клоногенностью, что приводит 
к формированию колониеобразующих фибробластоподобных единиц из одной СК. Более 
того, эти клетки могут успешно пролиферировать in vitro в присутствии таких митогенов, 
как основной фактор роста фибробластов-2, эпидермальный фактор роста, 
инсулиноподобный фактор роста-1 и тромбоцитарный фактор роста (Пальцев и др., 2006). 
Наиболее распространенный способ идентификации СК на сегодняшний день основан на 
различиях в экспрессии маркеров клеточной поверхности (CD, cluster of differentiation). 
Большинство типов МСК не экспрессируют CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 (маркер 
лимфоцитов), CD79a, гликофорин-А, а также антигены гистосовместимости HLA-DR. 
Напротив, у большинства МСК наблюдается экспрессия таких маркеров, как Stro-1 
(маркер мезинхимных стволовых клеток), CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 и CD166 
(Abdallah et al., 2005; Foster et al., 2005; Dominici et al., 2006; Keating, 2006).  Основным 
источником МСК долгое время оставался костный мозг. Позднее эти клетки были 
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выделены из скелетной мышцы (Williams et al., 1999), пульпы зуба (Gronthos et al., 2000), 
пупочного канатика (Erices et al., 2000), жировой ткани (Zuk et al., 2001), периферической  
крови (Kuznetsov et al., 2001), синовиальной оболочки (De Bari et al., 2001) и 
амниотической жидкости (Prusa et al., 2003; Tsai et al., 2004).  Главной характеристикой 
МСК является их способность дифференцироваться в трех основных направлениях – в 
остеобласты, хондроциты и адипоциты (Weissman, 2000). Кроме того, в ряде работ была 
описана их способность к дифференцировке в клетки не мезенхимальных тканей (Herzog 
et al., 2003; Wagers, Weissman, 2004; da Silva Meirelles et al., 2006). Подобная 
трансформация стволовых клеток получила название «пластичности» (Minguell et al., 
2001). Было обнаружено, что клетки костного мозга могут образовывать гепатоциты 
(Petersen et al., 1999), клетки нервной ткани (Mezey et al., 2000) и кардиомиоциты (Orlic et 
al., 2001), а также способны к миогенезу (Ferrari et al., 1998; Shim et al., 2004).  Именно 
благодаря таким свойствам, как способность к дифференцировке и 
трансдифференцировке в различные клеточные линии и высокая скорость пролиферации, 
позволяющая нарастить достаточное количество клеток для трансплантации, МСК 
привлекают внимание учёных в качестве объекта научных и клинических исследований.  
1.4. Мезенхимные стволовые клетки человека, выделенные из десквамированного 
эндометрия   
Эндометрий человека является динамической тканью, претерпевающей около 400 
циклов обновления (роста, дифференцировки и отслаивания) в течение репродуктивной 
жизни женщины (Jabbour et al., 2006; Gargett, 2007). Гистологически человеческий 
эндометрий подразделяют на два слоя. Базальный слой остается интактным во время 
менструального цикла, а функциональный почти полностью отслаивается (Padykula, 1991; 
Patel et al., 2008; Umezawa, Makino, 2008). Ещё более 30 лет назад В.А. Прянишников 
высказал предположение о существовании в эндометрии популяции резидентных 
стволовых клеток, ответственных за циклическую регенерацию функционального слоя 
(Prianishnikov, 1978). Однако первые экспериментальные доказательства этой гипотезы 
были получены намного позднее. Так, в 2004 году были опубликованы данные, 
свидетельствующие о наличии в базальном слое эндометрия человека клеток, 
экспрессирующих поверхностные маркеры стволовых клеток СD117 и CD34 (Cho et al., 
2004). В этом же году другие авторы, исследовавшие клоногенность клеток эндометрия, 
выявили небольшую популяцию активно пролиферирующих и самоподдерживающихся 
эпителиальных и стромальных клеток в его составе (Chan et al., 2004). В течение 
последующих 7 лет было опубликовано еще 15 работ, подтверждающих существование 
резидентных стволовых клеток в человеческом эндометрии (Cervelló et al., 2013). В 
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подавляющем большинстве исследований по установлению природы этих клеток была 
продемонстрирована их способность дифференцироваться in vitro в остеогенном, 
хондрогенном и адипогенном направлениях, а также экспрессия ими специфических 
поверхностных маркеров (CD73, CD90, CD105), что позволило отнести эти клетки к 
мезенхимальным.  Одним из наиболее распространенных путей получения 
эндометриальных стволовых клеток является забор биоптата через шейку матки (рис. 1). 
Эта процедура не требует применения анестезии, но, тем не менее, остается инвазивной и 
травматичной для пациентов. Приняв во внимание, что стволовые клетки были найдены в 
отслаивающемся функциональном слое матки, ученые предположили, что эти клетки 
могут также находиться в отторгаемом вместе с менструальной кровью эндометрии (рис. 
1). Так, в 2007-2008 годах двум группам исследователей независимо друг от друга удалось 
выделить из десквамированного эндометрия в менструальной крови стволовые клетки, 
которые сохраняли стабильный кариотип при длительном культивировании (Meng et al., 
2007; Patel et al., 2008). Этими авторами были опубликованы данные, свидетельствующие 
о том, что индекс пролиферации клеток, выделенных из менструальной крови, гораздо 
выше, чем у стволовых клеток костного мозга и пуповинной крови. Также важной 
характеристикой этих клеток оказалась их способность дифференцироваться в девять 
типов клеток всех трех зародышевых листков: мезодерму (остеоциты, хондроциты, 
миоциты), эктодерму (нейроны, астроциты, клетки эпидермиса) и энтодерму (гепатоциты, 
панкреатические клетки и клетки дыхательного эпителия) (Meng et al., 2007; Мусина и др., 
2008; Patel et al., 2008). Таким образом, в течение последних 7 лет различными группами 
ученых были получены убедительные доказательства существования мезенхимных 
стволовых клеток в десквамированном эндометрии менструальной крови человека 
(эМСК).                     
 
 
Рис. 1. Способы получения эндометриальных стволовых клеток 
человека (Gargett et al., 2012). 
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Несмотря на что эМСК были обнаружены относительно недавно, уже существуют 
сведения об их практическом применении. В частности, на моделях экспериментальных 
животных были получены многообещающие результаты при лечении таких заболеваний, 
как миопатия Дюшенна (Cui et al., 2007), ишемия нижних конечностей (Murphy et al., 
2008), инфаркт миокарда (Hida et al., 2008). Помимо этого, были опубликованы данные о 
том, что трансплантированные эМСК тормозили рост глиом у крыс (Han et al., 2009). 
Более того, на сегодняшний день есть несколько сообщений об успешной трансплантации 
эМСК людям с различными заболеваниями, в том числе с рассеянным склерозом (Zhong  
et al., 2009),  мышечной дистрофией Дюшенна (Ichim et al., 2010), синдромом Ашермана 
(Nagori et al., 2011) и сердечной недостаточностью (Bokeria et al., 2013). В заключение, 
представляется важным подчеркнуть преимущества эМСК, дающих основания для 
разностороннего изучения этого нового типа клеток: (1) не инвазивный и легкодоступный 
способ получения, (2) высокий индекс пролиферации, (3) сохранение стабильного 
кариотипа при длительном культивировании, (4) успешное применение в терапии 
экспериментальных животных и (5) перспективные результаты клинического применения 
на людях.   
2. Клеточное старение 
2.1. История развития представлений о феномене старения клеток  
Еще в XIX веке А. Вейсманом было выдвинуто предположение, что в основе 
механизма запрограммированного старения лежит ограничение числа делений 
соматических клеток. Однако экспериментальные доказательства этой гипотезы были 
получены лишь в середине XX века, когда Л. Хейфлик обнаружил, что клетки в культуре 
стареют после прохождения ими определенного количества удвоений. Данный феномен 
получил название лимита Хейфлика (Hayflick, Moorhead, 1961). Значительно позднее 
Оловников предположил, что в основе клеточного старения лежит концевая 
недорепликация хромосом, а именно укорочение 5’-концевой дочерней цепи ДНК 
(Оlovnikov, 1973). Подтверждение теории Оловникова было получено Элизабет Блэкберн, 
открывшей нуклеотидную последовательность и структуру теломер инфузории 
Tetrahymena thermophila в 1978 году (Blackburn, Gall, 1978). Теломеры – 
высокоспециализированные гетерохроматиновые структуры, состоящие из ДНК и белка и 
защищающие концы хромосом эукариотических клеток от повреждений, разрушения, 
рекомбинации и слипания (Москалев, 2008). Блэкберн установила, что теломеры 
хромосом Tetrahymena thermophila представляют собой повторяющиеся нуклеотидные 
последовательности (Blackburn, Gall, 1978). В это же время американский ученый Джек 
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Шостак вводил искусственные последовательности ДНК в клетки дрожжей и наблюдал их 
постепенную деградацию. Объединив усилия, Шостак и Блэкберн обнаружили, что 
деградации ДНК не происходит, если к фрагменту ДНК, который вводили в клетки 
дрожжей, пришить теломерную последовательность инфузории Tetrahymena thermophila 
(Szostak, Blackburn, 1982). Впоследствии Блэкберн и Грэйдер показали, что в клетках 
инфузорий работает фермент теломераза, позволяя клетке делиться неограниченное 
количество раз благодаря своей способности удлинять теломеры, компенсируя таким 
образом их недорепликацию (Blackburn, Greider, 1985). На сегодняшний день активность 
теломеразы выявлена в таких типах клеток, как эмбриональные стволовые, половые и 
раковые клетки, которые обладают способностью к неограниченной пролиферации. В 
терминально дифференцированных соматических клетках этот фермент отсутствует, 
следствием чего является укорочение теломер при каждом клеточном делении, 
приводящее в конечном итоге к старению этих клеток (Wright et al., 1996; Miura et al., 
2004).   
2.2. Типы клеточного старения и его признаки  
Долгое время в биологии господствовало мнение, что единственной причиной 
клеточного старения является укорочение теломер, возникающее вследствие концевой 
недорепликации хромосом (Martens et al., 2000; Wright, Shay, 2001; Karlseder et al., 2002). 
Это легло в основу понятия о репликативном старении, которое сегодня принято 
рассматривать как явление необратимой потери пролиферативной активности 
соматическими клетками после прохождения ими определенного числа клеточных 
делений в соответствии с лимитом Хейфлика. В настоящее время наряду с репликативным 
выделяют стресс-индуцированную форму клеточного старения, также 
характеризующуюся блоком клеточного цикла, приводящим к остановке пролиферации. 
Однако стресс-индуцированное старение может возникать в клетках даже на ранних 
пассажах в ответ на различные субцитотоксические стрессовые воздействия. Основные 
признаки репликативного и стресс-индуцированного старения сходны и включают 
определенные фенотипические изменения (Blagosklonny, 2012). В первую очередь к таким 
изменениям относятся морфологические – стареющие клетки увеличиваются в размерах, 
становятся уплощенными и избыточно вакуолизированными (Campisi, d’Adda di Fagagna, 
2007). Другими характерными признаками стареющих клеток являются усиление 
биогенеза лизосом, что отражается повышением активности ассоциированной со 
старением β-галактозидазы (SA-β-Gal), отсутствие репликации ДНК и блок клеточного 
цикла (Dimri et al., 1995; Kurz, 2004; Campisi, d’Adda di Fagagna, 2007). Несмотря на 
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необратимую потерю пролиферативного потенциала, стареющие клетки остаются 
метаболически активными (Campisi, d’Adda di Fagagna, 2007).  
2.3. Клеточное старение МСК  
Представляется интересным факт, что в мезенхимных стволовых клетках, несмотря 
на их стволовую природу, не выявлена экспрессия теломеразы (Zimmermann et al., 2003). 
Таким образом, МСК характеризуются лимитом Хейфлика и подобно другим нормально 
пролиферирующим клеткам могут подвергаться репликативному старению (Banfi et al., 
2002; Stenderup et al., 2003). Так, опубликованы данные, что при длительном 
культивировании МСК наблюдается укорочение теломер (Banfi et al., 2002; Baxter et al., 
2004), прекращение дифференцировки (Digirolamo et al., 1999), а также повышение β-
галактозидазной активности (Stenderup et al., 2003). Более того, в работах последних лет 
было показано, что МСК человека в условиях сублетального стресса могут подвергаться 
индуцированному преждевременному старению после повреждения ДНК γ-излучением, 
теплового шока или окислительного воздействия (Wang, Jang, 2009; Brandl et al., 2011b; 
Kim et al., 2011; Alekseenko et al., 2012; Cmielova et al., 2012; Ko et al., 2012; Larsen et al., 
2012; Burova et al., 2013). Важно отметить, что потеря пролиферативной активности 
вследствие старения МСК равносильна утрате их способности регенерировать 
поврежденные ткани, что подчеркивает необходимость изучения механизмов, лежащих в 
основе этого явления.  
2.4. Механизмы, лежащие в основе стресс-индуцированного клеточного старения    
Согласно современным представлениям, действие разнообразных стрессовых 
факторов приводит к повреждению ДНК, вследствие чего происходит запуск каскада 
внутриклеточных сигнальных событий, называемых ответом на повреждение ДНК (DNA 
damage response, DDR), и последующая инициации клеточного старения (Ksiazek et al., 
2007; Zhan et al., 2010). Одним из ключевых участников ответа на повреждение ДНК 
является АТМ киназа, которая активирует многочисленные белки-мишени, ответственные 
за установление блока клеточного цикла (Bakkenist, Kastan, 2004; Zhan et al., 2010). В 
частности, активированная в результате повреждения ДНК АТМ может фосфорилировать 
серин-треониновую киназу контрольной точки клеточного цикла Сhk2 (checkpoint kinase) 
по Тhr68 (Buscemi et al., 2004). В результате фосфорилирования Сhk2 олигомеризуется и 
автофосфорилируется (Ahn et al., 2004). Далее в таком виде Сhk2 транслоцируется в ядро, 
где активирует свои нижележащие субстраты (Lukas et al., 2003). Другой важной 
мишенью АТМ является опухолевый супрессор р53. Интересно, что фосфорилирование 
р53 может осуществляться как напрямую киназой АТМ, так и опосредованно через 
фосфорилирование Chk2 (von Zglinicki et al., 2005; Campisi, d’Adda di Fagagna, 2007). 
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Активированный р53, являясь транскрипционным фактором, взаимодействует с 
промоторами генов-мишеней, влияя на скорость их транскрипции. Так, связываясь с 
промотором гена ингибитора циклин-зависимых киназ р21Waf1/Cip1, р53 увеличивает 
уровень его экспрессии и приводит к накоплению белка р21Waf1/Cip1 (р21) (Brown et al., 
1997) (рис. 2).  
Белок р21 принадлежит к ингибиторам семейства Сip/Kip, которые способны 
включаться в комплексы циклинов с циклин-зависимыми киназами третьим компонентом 
и подавлять их активность, регулируя таким образом прохождение клеток по циклу. 
Известно, что повышенная экспрессия р21 тормозит прохождение клетками S-фазы, в 
первую очередь, за счет ингибирования комплекса циклина Е и циклин-зависимой киназы 
2 (Ogryzko et al., 1997) и последующего гипофосфорилирования белка ретинобластомы 
(Rb) (McConnell et al., 1999; Sherr, Roberts, 1999). В гипофосфорилированном состоянии 
Rb активна и способна связывать и тем самым инактивировать транскрипционные 
факторы семейства E2F, которые ответственны за 
регуляцию прогрессии клеточного цикла (Sherr, 
McCormick, 2002). Суммируя представленные 
литературные сведения, можно заключить, что 
инициация стресс-индуцированного старения 
опосредована активацией ответа на повреждение 
ДНК с последующей передачей сигнала через 
АТМ/Chk2/р53/р21/Rb путь, приводящих к аресту 
клеточного цикла. 
Отдельно стоит подчеркнуть роль p38 MAP 
киназы в стресс-индуцированном старении клеток. 
В ходе исследований было установлено, что 
постоянная активация p38 MAPK способна 
инициировать преждевременное старение в 
культуре первичных фибробластов, в то время как 
подавление киназной активности p38 
предотвращает развитие клеточного старения 
(Wang et al., 2002; Iwasa et al., 2003). Кроме того, 
было показано, что MAPKAPK-2 (MK-2), мишень 
p38, также играет важную роль и может опосредовать арест клеточного цикла в ответ на 
повреждение ДНК (Lopez-Aviles et al., 2005; Reinhardt et al., 2007; Reinhardt et al., 2011).  
Рис. 2. Активация сигнального 
каскада АТМ/Chk2/p53/p21/Rb в 
стареющих клетках (Бородкина, 
2014, с изменениями). 
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Помимо всего прочего в прогрессию клеточного старения вовлечены 
внутриклеточные активные формы кислорода (АФК) (Passos et al., 2007b; Lu, Finkel, 2008; 
Passos et al., 2010). Стареющие клетки характеризуются повышенным уровнем 
эндогенных АФК (Allen et al, 1999; Hutter et al., 2004; Passos et al., 2007a), который 
необходим для поддержания DDR в активном состоянии и для стабилизации блока 
клеточного цикла в процессе развития старения (Passos et al., 2010). Использование 
различных антиоксидантов, а также овэрэкспрессия ферментов антиоксидантной защиты 
способствуют частичному предотвращению клеточного старения (Lee et al., 1999; von 
Zglinicki et al., 2000; Serra et al., 2003; Jung et al., 2004). Известно также, что АФК могут 
напрямую повреждать ДНК и вызывать тем самым активацию ответа на повреждение 
ДНК и старение (Chen et al., 1995; Lu, Finkel, 2008; Rai et al., 2008). Более того, основные 
эффекторы DDR в свою очередь опосредуют продукцию АФК (Polyak et al., 1997; Macip et 
al., 2002; Macip et al., 2003), образуя «петлю положительной обратной связи», в которой 
также принимает участие и p38 (Passos et al., 2010). 
Особое место в клеточном старении играет киназа mTOR, однако механизмы ее 
участия в этом процессе до сих пор до конца не ясны. Тем не менее, было показано, что 
белок mTOR вовлечен в регуляцию ответа на повреждение ДНК и клеточного цикла. 
Поддержание mTOR в активном состоянии необходимо для экспрессии многих DDR 
факторов и регуляторов клеточного цикла, в том числе p53 и p21 (Beuvink et al., 2005; 
Rodriguez-Jimenez et al., 2010; Silvera et al., 2017). Кроме того, mTOR опосредует 
активацию псевдо-DDR (ответ на повреждение ДНК в отсутствие разрывов ДНК) в 
стареющих клетках (Pospelova et al., 2009). Интересно, что активность самого mTOR 
может подавляться белком p53 в ответ на повреждение ДНК, за счет индукции 
негативных регуляторов mTOR сигналинга (Feng et al., 2005; Budanov, Karin, 2008). 
3. Белок mTOR и его регуляция 
3.1. История открытия mTOR 
Белок mTOR представляет собой серин-треониновую киназу, принимающую 
участие во многих процессах в клетке, включая клеточный рост и пролиферацию. 
Интересно, что сначала был обнаружен ингибитор mTOR – рапамицин, а уже потом 
открыт сам белок. В 1975 году из образца почвы с острова Пасхи (Рапа-Нуи) был 
изолирован и охарактеризован микроорганизм, обладающий противогрибковой 
активностью, – Streptomyces higroscopicus (Зубова и др., 2012). Из этой бактерии и был 
выделен антибиотик рапамицин, название которого происходит от наименования острова 
(Vezina et al., 1975). Сначала рапамицином лечили грибковые заболевания, но вскоре были 
открыты дополнительные возможности его применения. Оказалось, что рапамицин 
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подавляет рост опухолей и их метастазирование, а также ослабляет аутоиммунные 
заболевания и позволяет избежать отторжения при трансплантации (Eng et al., 1984; Bierer 
et al., 1991; Guba et al., 2002; Sehgal, 2003). Сегодня это соединение используется в 
качестве иммуносупрессора и химиотерапевтического агента под торговым названием 
«Сиролимус». Кроме того, свойства рапамицина также оказались полезными для изучения 
регуляции клеточного роста (Russell et al., 2011). В начале 1990-х гг. с помощью 
генетического скрининга дрожжей было выявлено два гена, TOR1 и TOR2, мутации в 
которых уменьшают ингибирующий эффект рапамицина на рост клеток (Heitman et al., 
1991; Kunz et al., 1993). Гены TOR1 и TOR2 кодируют высокогомологичные белки TOR1 и 
TOR2, молекулярный вес которых составляет около 280 кДа (Kunz et al., 1993; Helliwell et 
al., 1994). Таким образом, белок, активность которого подавляет рапамицин, отвечает за 
клеточный рост и получил название по наименованию своего ингибитора – TOR – target of 
rapamycin (мишень рапамицина). Впоследствии был открыт гомолог TOR у 
млекопитающих – mTOR – mammalian TOR, также известный как FRAP, RAFT, или RAPT 
(Heitman et al., 1991; Brown et al., 1994; Chiu et al., 1994; Sabatini et al., 1994; Sabers et al., 
1995). Стоит отметить, что наличие двух генов TOR характерно только для дрожжей, в то 
время как почти все другие эукариоты, включая растения, червей, мух и млекопитающих, 
имеют один TOR ген (Loewith and Hall, 2011). Несмотря на вариабельность 
аминокислотных последовательностей, входящих в состав белка TOR различных 
эукариот, он обладает поразительной функциональной консервативностью (Russell et al., 
2011).  
3.2. Доменная структура белка mTOR 
mTOR представляет собой серин-треониновую протеинкиназу, которая 
принадлежит к семейству киназ, подобных фосфатидилинозитол 3-киназам (PIKK, PI3 
kinase (PIK)-related kinases), и имеет большой вес – 289 кДа. Так же, как и другие члены 
этого семейства, mTOR содержит C-терминальный киназный домен, который схож с 
киназным доменом фосфатидилинозитол 3-киназ (PI3K). Кроме того, у mTOR есть 
многочисленные N-концевые HEAT (huntingtin, elongation factor 3, protein phosphatase 2A, 
TOR1) повторы, сгруппированные в два блока, каждый из которых содержит 
приблизительно 40 аминокислот (Groves et al., 1999). HEAT мотивы опосредуют большую 
часть белок-белковых взаимодействий между mTOR и другими сигнальными белками 
(Andrade and Bork, 1995). И наконец, в структуру mTOR входят FAT (FRAP, ATM and 
TTRAP) домен протяженностью примерно в 500 аминокислот, который также есть у 
других белков семейства PIKK; C-концевой FAT (FATC) домен (~35 аминокислот) и 
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FKBP12/рапамицин-связывающий FRB (FKBP12/rapamycin-binding) домен, 





3.3. Комплексы киназы mTOR 
mTOR – ключевая киназа, регулирующая клеточный метаболизм у 
млекопитающих, и представляет собой некий активный центр, принимающий и 
направляющий целый спектр сигналов, вовлеченных в клеточный рост и пролиферацию. 
В клетке белок mTOR входит в состав двух комплексов – mTORC1 и mTORC2. Основной 
функцией mTORC1 является инициация трансляции. Кроме того, mTORC1 опосредует 
ингибирование аутофагии, стимуляцию биогенеза рибосом и продукцию тРНК. mTORC2 
регулирует организацию цитоскелета и выживание клеток (Russell et al., 2011).  
mTORC1 представляет собой гомодимер. Каждый мономер этого комплекса 
состоит из следующих субъединиц: mTOR, Raptor (regulatory associated protein of mTOR), 
PRAS40 (proline-rich AKT substrate 40 kDa), mLST8 (mammalian lethal with Sec-13 protein 8) 
и Deptor (DEP domain TOR-binding protein) (Takahara et al., 2006; Wang et al., 2006; Zhang 
et al., 2006; Peterson et al., 2009; Yip et al., 2010). Raptor способствует димеризации 
mTORC1, напрямую взаимодействуя с HEAT повторами mTOR субъединицы каждого 
мономера (Hara et al., 2002; Kim et al., 2002; Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008; Yip et al., 
2010). Субъединица PRAS40 присоединяется к mTORC1 через прямое взаимодействие 
либо с mTOR, либо с Raptor и ингибирует активность комплекса (Sancak et al., 2007; 
Vander Haar et al., 2007). mLST8 связывается с киназным доменом mTOR и необходим для 
стабилизации взаимодействия mTOR с Raptor и функционирования mTOR (Kim et al., 
2003). Deptor же взаимодействует с FAT (FRAP, ATM and TTRAP) доменом mTOR и 
способен подавлять его активность (Peterson et al., 2009).  
mTORC2 имеет похожую структуру и общие с mTORC1 субъединицы, включая 
mTOR, mLST8 и Deptor, а также отличные от mTORC1 компоненты – Rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR), Sin1 (stress-activated protein kinase-interacting protein 1) and 
Protor (protein-binding Rictor) (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004; Yang et al., 2006a; 
Рис. 3. Доменная структура mTOR (Russell et al., 2011). 
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Pearce et al., 2007; Peterson et al., 2009). Rictor содержит консервативные для эукариот 
домены и взаимодействует с HEAT повторами mTOR. Как Rictor, так и mLST8 
необходимы для формирования mTORC2, его каталитической активности и привлечения 
субстратов (Sarbassov et al., 2004). Sin1 связывается с mTOR через Rictor и способствует 
присоединению Rictor к mTOR. Sin1 субъединица также требуется для образования 
комплекса и регулирует киназную активность mTOR (Jacinto et al., 2006). С другой 
стороны, появились данные о том, что Sin1 опосредует активацию mTORC2 факторами 
роста через PI3K путь: PIP3 рекрутирует Sin1 к плазматической мембране через PH домен, 
нарушая его взаимодействие с mTORC2, таким образом активируя комплекс (Liu et al., 
2014; Yuan and Guan, 2015). Protor тоже связывается с mTORC2 через Rictor, однако не 
является необходимым для сборки или каталитической активности комплекса (Pearce et 
al., 2007). Было показано, что Protor отвечает за взаимодействие комплекса с некоторыми 
мишенями. Deptor, так же как и в случае с mTORC1, связываясь с FAT доменом, 
подавляет активность mTORC2 (Peterson et al., 2009). 
На дрожжах впервые было показано, что TORC1 чувствителен к рапамицину 
(Loewith et al., 2002). В клетках эукариот рапамицин взаимодействует с FK506-
связывающим белком массой 12 кДа (FKBP12 - FK506-binding protein 12 kDa), известным 
также как иммунофилин. Образующийся димер связывается с FRB доменом TOR и 
подавляет его активность за счет аллостерического ингибирования и изменения 
конформации TOR и TORC1 (Choi et al., 1996; Yang, 2013). В результате комплекс 
поэтапно диссоциирует, в частности происходит ослабление взаимодействия TOR и 
Raptor, что может препятствовать фосфорилированию и активации основных мишеней 
комплекса (Yip et al., 2010; Hare and Harvey, 2017). TORC2, напротив, устойчив к 
рапамицину, однако стоит отметить, что длительное действие рапамицина способно 
ингибировать и этот комплекс в некоторых типах клеток (Loewith et al., 2002; Sarbassov et 
al., 2006). FKBP12-рапамицин оказывает отсроченное влияние на сборку TORC2: 
связываясь непосредственно с de novo синтезированным TOR, препятствует его 
встраиванию в комплекс, что в конечном итоге приводит к прекращению формирования 







3.4. Регуляция mTOR сигналинга 
На сегодняшний день известно множество сигналов, регулирующих mTOR, 
включая ростовые факторы и уровень АТФ в клетке. Большая часть исследований 
сосредоточена на сигнальных путях, контролирующих mTORC1, в то время как о 
регуляции mTORC2 известно немного (Russell et al., 2011). 
Ключевым регулятором mTORC1 является комплекс TSC1/2 (tuberous sclerosis 
complex 1/2), состоящий из белков хамартина и туберина – TSC1 и TSC2, соответственно 
(Way et al., 2009). Комплекс получил своё название по наименованию синдрома 
туберозного склероза. Это наследственное заболевание развивается вследствие мутаций 
генов tsc1 и tsc2, вызывающих опухолеобразование во многих органах и тканях. Туберин 
содержит С-концевой домен GAP и является белком, активирующим ГТФазу (GAP, 
GTPase activating protein), а хамартин стабилизирует комплекс. Основной мишенью TSC-
комплекса является малая ГТФаза Rheb (Ras homolog enriched in brain), которую TSC1/2 
переводит в неактивную GDP-связанную форму из активной GTP-связанной за счёт своей 
GAP активности. При достаточном количестве питательных веществ, поступающих в 
клетку, TSC1/2 комплекс неактивен и таким образом позволяет Rheb-GTP активировать 
mTORC1 (Garami et al., 2003; Inoki et al., 2003a; Tee et al., 2003). Для активации mTORС1 
важна его лизосомальная локализация. Предполагается, что фосфорилирование TSC-
комплекса вызывает диссоциацию mTORC1 с лизосом и тем самым изолирует от Rheb 
(Zheng et al., 2014). 
К важнейшим регуляторам mTORC1 относится также серин-треониновая 
протеинкиназа AKT. AKT является мишенью фосфатилилинозитол-3-киназы (PI3K, 
phosphatidylinositol-3-kinase). Получая сигналы от инсулина и факторов роста, PI3K-AKT 
сигнальный путь осуществляет всесторонний контроль над активностью mTORC1.  
Рис. 4. Состав белковых комплексов mTORC1 и mTORC2 (Russell et al., 2011). 
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Существует три класса PI3 киназ – I, подразделяющийся на субтипы A и B, II и III 
классы, каждому из которых присуща своя субстратная специфичность и липидные 
продукты. У млекопитающих класс I наиболее хорошо изучен и есть во всех типах клеток, 
поэтому далее под PI3K будет иметься в виду киназа, относящаяся именно к этому классу, 
а точнее к субтипу А. PI3 киназы класса IA представляют собой гетеродимеры, состоящие 
из двух субъединиц – регуляторной р85 и каталитической р110, массой 85 кДа и 110 кДа, 
соответственно (Zhao and Vogt, 2010). Они могут активироваться как рецепторами с 
тирозинкиназной активностью, так и рецепторами, связанными с G-белками. Чаще всего 
активация PI3K происходит по следующей схеме: после связывания лиганда происходит 
фосфорилирование остатков тирозина в цитоплазматических доменах рецептора, р85 
узнает фосфотирозины с помощью SH2 (Src-homology 2) домена, и PI3K присоединяется к 
рецептору (McCubrey et al., 2012). Сигнал от инсулинового рецептора (IR) и от рецептора 
инсулиноподобного фактора роста (IGF-1R) передается на PI3K через адаптерный белок 
IRS1 (insulin receptor substrate 1 – субстрат инсулинового рецептора 1). Фосфорилирование 
рецепторных остатков тирозина индуцирует присоединение IRS1 к рецептору через PTB 
(phosphotyrosine binding) домен. Затем рецептор фосфорилирует многочисленные остатки 
тирозина IRS1, создавая сайты связывания для белков, несущих SH2 домен, в том числе 
для регуляторной р85 субъединицы PI3K (Hanke and Mann, 2009; Copps and White, 2012). 
Присоединившись к рецептору, PI3K оказывается в непосредственной близости от 
плазматической мембраны клетки, где находятся ее субстраты. Здесь каталитическая р110 
субъединица PI3K осуществляет перенос фосфатной группы с молекулы 
аденозинтрифосфата на 3D-положение инозитольного кольца фосфатидилинозитол-4,5,-
бифосфата (PIP2 – phosphatidylinositol-4,5-biphosphate) (Shi et al., 2005; O’Reilly et al., 
2006; Zhao and Vogt, 2010). Таким образом, PI3K является основным источником 
фосфатидилинозитол-3,4,5,-трифосфата (PIP3 – phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate), 
вторичного липидного мессенджера, который привлекает множество других киназ к 
цитоплазматической мембране, инициируя запуск различных сигнальных каскадов 
(Martelli et al., 2010; Zhao, Vogt, 2010). 
В частности, PIP3 является ключевым активатором AKT киназы. Связывая PH 
(pleckstrin homology) домен AKT, PIP3 заякоривает белок в плазматической мембране, 
куда рекрутирует также фосфоинозитид-зависимую киназу (PDK1, phosphoinositide-
dependent kinase-1) (Franke et al., 1997; Coffer, Woodgett, 1991). PDK1 фосфорилирует AKT 
по Thr308, однако для полной активации этой киназы требуется ее фосфорилирование и 
по Ser473, осуществляемое mTORC2 в ответ на стимуляцию ростовыми факторами через 
PI3K (Alessi et al., 1997; Jacinto et al., 2004; Corradetti, Guan, 2006). Негативным 
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регулятором AKT выступает опухолевый супрессор PTEN  (phosphatase and tensin 
homolog), который часто инактивирован при онкологических заболеваниях. PTEN 
представляет собой фосфатазу и катализирует отщепление фосфатной группы в 
положении 3D инозитольного кольца PIP3, препятствуя тем самым активации AKT 
(Steelman et al., 2011).  
Получив сигнал от PI3K, AKT ингибирует TSC1/2 комплекс, фосфорилируя TSC2 
по Ser924 и Thr1518, что ослабляет его GAP активность и взаимодействие с TSC1. Таким 
образом, AKT препятствует TSC1/2-опосредованной супрессии Rheb и тем самым 
усиливает активацию mTORC1 (Inoki et al., 2002; Potter et al., 2002; Miron et al., 2003). 
Кроме того, AKT может активировать mTORC1 через прямое фосфорилирование PRAS40, 
вызывая его связывание с 14-3-3 белками и предотвращая его ингибирующее действие на 
mTORC1 (Kovacina et al., 2003; Sancak et al., 2007; Vander Haar et al., 2007). Интересно, что 
mTORC1 также способен фосфорилировать PRAS40, подавляя его активность (Martelli et 
al., 2010). Как уже упоминалось выше, mTORC2 активирует AKT, фосфорилируя ее по 
Ser473. Стоит отметить, что при таком рассмотрении mTORC2 находится выше mTORC1 
в цепочке сигнальных событий (Sarbassov et al., 2005). Таким образом, AKT киназа 
одновременно является регулятором mTORC1 и мишенью mTORC2 (Guertin and Sabatini, 
2007).  
Отдельно необходимо подчеркнуть, что Ras/Raf/MEK/ERK/p90RSK1 сигналинг в 
ответ на ростовые факторы также позитивно регулирует mTORC1 через инактивацию 
TSC1/2 комплекса (Martelli et al., 2010). Так, ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1 
and 2) способна напрямую фосфорилировать TSC2 по Ser664 или же активировать 
p90RSK1 (p90 ribosomal S6 kinase 1), которая фосфорилирует TSC2 по Ser1798, так или 
иначе подавляя его ингибирующее действие на mTORC1. Помимо PI3K-AKT и Ras-ERK 
MAPK сигнальных путей mTORC1 контролируется АМФ-активируемой протеин киназой 
(AMPK, AMP-activated protein kinase) (Russell et al., 2011). Как известно, недостаток 
энергии в клетке является сигналом к остановке клеточного роста. Если запасы АТФ 
истощены, повышается уровень АМФ и активирует AMPK – «страж» энергетического 
баланса клетки (Carling, 2004). Для активации AMPK также необходимо ее 
фосфорилирование вышестоящими киназами, включая опухолевый супрессор LKB1 (liver 
kinase B1) (Lizcano et al., 2004). AMPK усиливает катаболические и подавляет 
анаболические реакции в клетке, передавая сигнал об остановке таких энергозатратных 
процессов, как биогенез рибосом и трансляция, на mTOR (Inoki et al., 2003b; Hardie., 
2007). Механизм такого сигнала подразумевает фосфорилирование TSC2 киназой AMP по 
Thr1227 и Ser1345, что увеличивает его ингибирующее действие на Rheb и, 
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соответственно, на mTORC1. Кроме того, AMPK может напрямую фосфорилировать 
Raptor, способствуя его связыванию с белками 14-3-3, изолирующих его от mTORC1, и 
препятствуя тем самым активации субстратов mTORC1 (Inoki et al., 2002; Inoki et al., 
2003b; Gwinn et al., 2008). Было также показано, что фосфорилирование TSC2 с помощью 
AMPK служит «затравкой» для повышения функционирования TSC2 гликоген синтазой 
3β (GSK3β, glycogen synthase 3β). Wnt сигналинг, подавляющий активность GSK3β, 




4. Функциональная роль mTOR в клетке 
Как уже упоминалось выше, белок mTOR существует в составе двух комплексов. 
Основной функцией mTORС1 является стимуляция клеточного роста, которую он 
осуществляет за счет активации трансляции, биогенеза рибосом, продукции тРНК и 
супрессии аутофагии. mTORС2 участвует в регуляции организации цитоскелета и 
способствует выживанию клеток. Поскольку большая часть функций, относящихся к 
mTOR киназе, опосредована mTORС1, далее речь пойдет в основном об этом комплексе 
(Russell et al., 2011). 
В нормальных клетках mTORС1 находится в основном в цитоплазме и 
ассоциирован с клеточными мембранами, включая мембраны лизосом, митохондрий, 
эндоплазматического ретикулума и аппарата Гольджи (Liu, Zheng, 2007; Zheng et al., 




2014). Воспринимая сигналы от клеточной мембраны, mTORС1 фосфорилирует 
различные мишени (Li et al., 2007).  
4.1. Контроль над синтезом белка в клетке комплексом mTORС1 
Наиболее широко изученными субстратами mTORС1 являются рибосомная киназа 
S6 (p70S6K) и белок, связывающий эукариотический фактор инициации 4E (eukaryotic 
initiation factor 4E-1 (elF4E)-binding protein 1, 4E-BP-1). Под действием ростовых факторов 
и питательных веществ mTORС1 фосфорилирует эти  мишени и стимулирует тем самым 
синтез белка в клетке. 4E-BP-1 связывает и секвестрирует elF4E и таким образом 
препятствует сборке и привлечению комплекса инициации трансляции elF4F к 5’кэпу 
мРНК (Holz et al., 2005; Ma, Blenis, 2009). mTORС1 фосфорилирует 4E-BP-1, высвобождая 
elF4E и позволяя участвовать в сборке комплекса инициации трансляции. Начало 
трансляции также становится возможным благодаря активации p70S6K комплексом 
mTORС1 (Fingar et al, 2002; Martelli et al., 2010). mTORС1 напрямую фосфорилирует 
p70S6K по Thr389, делая возможным ее последующую активацию фосфоинозитид-
зависимой киназой PDK1. В свою очередь p70S6K фосфорилирует мишени, вовлеченные 
в инициацию трансляции мРНК, включая регуляторную субъединицу (elF4B) РНК 
геликазы (elF4А), позитивный регулятор elF4F, что приводит к продвижению малой 
рибосомной субъединицы к старт-кодону (Holz et al., 2005; Sarbassov et al., 2005; Ma, 
Blenis, 2009). p70S6K также фосфорилирует и способствует деградации PDCD4, 
ингибитора elF4B (Dorrello et al., 2006), и усиливает эффективность трансляции мРНК 
после сплайсинга через взаимодействие с SKAR, компонента комплексов соединения 
экзонов (Ma et al., 2008). Кроме того, активация p70S6K приводит к фосфорилированию 
40S рибосомального белка S6 и в конечном итоге управляет трансляцией мРНК, 
содержащих пиримидин-обогащенные 5’TOP (terminal oligopyrimidine tract) мотивы 
(Jefferies et al., 1997). Эти мРНК составляют небольшое семейство транскриптов, 
кодирующих преимущественно рибосомные белки и компоненты аппарата трансляции 
(Meyuhas et al., 1996). Было показано, что ингибирование mTOR умеренно подавляет 
общую трансляцию мРНК, но сильнее затрагивает трансляцию 5’TOP мРНК (Hsieh et al., 
2012; Thoreen et al., 2012).  
Интересно, что S6K формирует обратную петлю, негативно регулирующую 
активность mTORС1 – фосфорилирует и отправляет IRS1 на протеасмоную деградацию, 
препятствуя его взаимодействию с PI3K, а, следовательно, активации AKT, что приводит 
к снижению функционирования mTORС1 (Harrington et al., 2004; Shah et al., 2004; 
Corradetti, Guan, 2006; Foster, Fingar, 2010). Можно рассматривать такую обратную петлю 
и под другим углом: mTORС1 негативно регулирует PI3K-AKT сигнальный путь через 
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S6K-опосредованное фосфорилирование IRS1. Важно отметить, что в клетках с 
перманентной активацией mTORС1 эта петля отрицательной обратной связи 
конститутивно подавляет киназу AKT и ее субстраты, участвующие в пролиферации 
(Manning et al., 2005). Также S6K фосфорилирует белок Rictor по Thr1135, снижая 
функционирование mTORС2 (Julien et al., 2010). 
Стоит отметить, что активация трансляции способствует быстрой пролиферации, 
увеличивая уровень транскрипционных факторов (Зубова и др., 2012). Объединение 
различных сигналов белком mTORС1 (митогенов, ростовых факторов, гормонов) 
обеспечивает вход в клеточный цикл, только если питательных веществ и энергии 
достаточно для деления. Таким образом, mTORС1 контролирует множество ступеней, 
вовлеченных в белковый синтез и значительно увеличивает продукцию регуляторных 
молекул клеточного цикла, таких как c-Myc, cyclin D1, p27Kip1 и pRb (McCubrey et al., 
2011). 
Помимо вышеперечисленных функций mTORС1 осуществляет регуляцию 
биогенеза рибосом и продукции тРНК. mTORС1 индуцирует синтез рибосомальных 
белков, стимулируя трансляцию 5’TOP мРНК, как уже упоминалось выше. Кроме того, 
mTORС1 способствует синтезу рРНК и тРНК, активируя РНК полимеразы I и III. РНК 
полимераза I осуществляет транскрипцию рРНК, а РНК полимераза III – 5S РНК и тРНК 
(Schmelzle и Hall, 2000). Фосфорилируя TIF1A, ключевую регуляторную субъединицу 
РНК полимеразы I, mTORС1 контролирует продукцию транскриптов генов РНК в 
зависимости от количества питательных веществ, поступающих в клетку (Mayer et al., 
2004). 
4.2. Регуляция аутофагии комплексом mTORC1 
Помимо активации анаболических процессов mTORС1 стимулирует клеточный 
рост также за счет осуществления еще одной важной функции – негативной регуляции 
аутофагии. Аутофагия впервые была описана Кристианом де Дювом в 1963 году и 
представляет собой эволюционно консервативный процесс деградации органелл и 
макромолекул в специфических клеточных компартментах, образующихся при слиянии 
аутофагосом и лизосом, в условиях недостатка питательных веществ (De Duve, 1963; 
Зубова и др., 2012). Генерируя таким образом энергию, аутофагия обеспечивает 
поддержание необходимых для выживания клеточных процессов (Russell et al., 2011). 
Ключевым регулятором инициации аутофагии у млекопитающих служит белок ULK1 
(Unc-51-like kinase 1), который является мишенью как AMPK, так и mTORС1. AMPK 
фосфорилирует ULK1 по Ser555, активируя ее таким образом в ответ на истощение 
запасов энергии клетки. mTORС1 фосфорилирует ULK1 по Ser757, препятствуя его 
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взаимодействию с AMPK, что ослабляет активацию ULK1 и в конечном итоге 
останавливает процесс аутофагии (Chang and Neufeld, 2009; Jung et al., 2009; Kamada et al., 
2010; Egan et al., 2011; Kim et al., 2011). 
4.3. Роль mTOR в старении 
Способность mTORC1 регулировать метаболизм тесно связана с его ролью в 
старении. Впервые вовлеченность TORC1 в процесс старения была продемонстрирована в 
экспериментах на нематоде Cenorabditis elegans: пониженная экспрессия ceTOR (прежде 
let-363) или гомолога Raptor (daf-15) продлевают жизнь (Vellai et al., 2003; Jia et al., 2004). 
Последующие генетические исследования показали, что снижение функционирования 
TOR сигналинга способствует долголетию плодовых мух Drosophila melanogaster (Kapahi 
et al., 2004),  почкующихся дрожжей Saccharomyces cerevisiae (Kaeberlein et al., 2005), а 
также мышей (Lamming et al., 2012; Wu et al., 2013). Интересно, что в настоящее время 
рапамицин является единственным фармакологическим соединением, способным с 
доказанной эффективностью продлевать жизнь всех этих организмов (Powers et al., 2006; 
Harrison et al., 2009; Bjedov et al., 2010; Robida-Stubbs et al., 2012). Так, например, Harrison 
и соавторы  продемонстрировали увеличение продолжительности жизни мышей, которым 
давали рапамицин по достижении 600-суточного возраста (на 14% у самок и на 9% у 
самцов). Стоит отметить, что эти результаты получены из трех независимых 
экспериментов на генетически гетерогенных мышах. Авторы предположили, что 
причиной такого эффекта рапамицина является замедление опухолеобразования, 
механизмов старения или же обоих процессов. Рапамицин снижал содержание 
фосфорилированного белка S6 почти в 4 раза как у самцов, так и самок, что подчеркивает 
роль mTORC1 пути как молекулярного механизма, лежащего в основе увеличения 
продолжительности жизни с помощью рапамицина (Harrison et al., 2009). Кроме того, в 
работе Selman и соавторов было показано, что удаление S6K1 приводит к увеличению 
продолжительности жизни примерно на 10%. У таких мышей не наблюдали появления 
возрастных патологий, в частности диабета, гипертонии, атеросклероза и остеопороза 
(Selman et al., 2009). В других экспериментах было показано, что супрессия mTORС1 
сигналинга с помощью рапамицина улучшала функционирование печени старых мышей, в 
то время как активация mTORС1 способствала развитию ее старения (Sengupta et al., 
2010). Кроме того, рапамицин способен продлевать жизнь трансгенным мышам, 
склонным к образованию опухолей: было продемонстрировано уменьшение массы тела 
животных, уменьшение размера и количества опухолей (Anisimov et al, 2010).  
Помимо снижения функционирования TORC1 сигналинга только ограничение 
калорий (сокращение потребления питательных веществ без недоедания) увеличивает 
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продолжительность жизни такого же широкого спектра модельных организмов. Учитывая 
важную роль TORC1 в восприятии клеткой сигналов от питательных веществ и инсулина, 
многие ученые пришли к предположению, что положительное влияние снижения 
калорийности питания на продолжительность жизни также связано с уменьшением 
активности TORC1. Действительно, в условиях подавления TORC1 пути диетическое 
питание не оказывает дополнительного эффекта на продолжительность жизни дрожжей, 
червей или мух, что предполагает одинаковый механизм их действия (Kapachi et al., 2004; 
Kaeberlein et al., 2005; Hansen et al., 2007).  
Несмотря на установленный факт вовлеченности mTORC1 в старение 
млекопитающих, молекулярные механизмы, лежащие в основе этого явления, до сих пор 
до конца не ясны (Saxton and Sabatini, 2017). Существует точка зрения о том, что 
центральную роль в организменном старении играет истощение пула взрослых СК, 
которое, в частности, может быть вызвано старением этих клеток. На сегодняшний день 
имеется ряд доказательств в пользу взаимосвязи mTORC1 и старения СК. Было показано, 
что ингибирование mTORС1 способствует самоподдержанию гематопоэтических 
стволовых клеток и стволовых клеток кишечника мыши (Chen et al., 2009; Yilmaz et al., 
2012). Так, удаление Tsc1 в гематопоэтических стволовых клетках изменяет их фенотип, 
который становится похожим на фенотип клеток, выделенных из старых мышей. 
Обработка рапамицином Tsc1-/-, а также старых ГСК приводит к усилению их способности 
самообновляться и восстанавливает гематопоэз in vivo (Chen et al., 2009). Кроме того, 
подавление активности mTORС1 с помощью рапамицина способно отменять 
гипертрофию стареющих клеток и сохранять их пролиферативный потенциал 
(Blagosklonny, 2006). Таким образом, активация mTORС1 пути может опосредовать 
прогрессию клеточного старения, что в свою очередь способствует развитию общего 
старения организма, а также различных возрастных заболеваний (Saxton and Sabatini, 
2017). 
На клеточном уровне ингибирование mTORC1 рапамицином приводит к 
дефосфориливанию его мишеней – S6K и 4E-BP1. Считается, что последующие 
подавление трансляции мРНК и прекращение сборки рибосом замедляют старение, 
снижая клеточную массу и накопительное действие протеотоксического и окислительного 
стресса (Blagosklonny, 2006; Saxton and Sabatini, 2017). В частности, известно, что 
рапамицин отменяет способность перекиси водорода активировать путь PI3K/TORC1/S6, 
что приводит к увеличению клеточного объема и содержания белка в клетке 
(Blagosklonny, 2006). В связи с этим также предполагают, что отмена старения может быть 
опосредована активацией аутофагии, способствующей избавлению клетками от 
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поврежденных белков и органелл, например, митохондрий, накопление которых 
ассоциировано со старением и связанными с ним заболеваниями (Blagosklonny, 2006; 
Saxton and Sabatini, 2017). Интересные результаты были получены при обработке 
рапамицином клеток больных прогерией (синдром Хатчинсона-Гилфорда) – синдромом 
преждевременного старения: подавление активности mTORC1 отменяло ядерный 
блеббинг, ускоряло деградацию прогерина (мутантная форма ламина А) и замедляло 
старение. В этом случае также предполагают, что рапамицин способствует активации 
аутофагии, что приводит к ускоренной утилизации прогерина и восстановлению 
структуры ядра (Cao et al., 2011). Более того, рапамицин может ингибировать псевдо-
DDR, возникающий в отсутствие разрывов ДНК, и гиперсекреторную функцию клеток, 
что компенсирует мутацию в гене ламина А на эпигенетическом уровне (Blagosklonny, 
2011). 
Интересно, что обработка стареющих клеток ингибиторами MEK и PI3K, 
регуляторов mTORC1 пути, также может предотвращать индукцию клеточного и 
организменного старения (Demidenko et al., 2009a; Mele et al., 2009). Более того, оказалось, 
что развитие клеточного старения замедляется при использовании фармакологических 
агентов, применяемых для лечения диабета, например, метформина, являющегося 
активатором AMPK (Alimova et al., 2009). Все эти соединения косвенным образом 
подавляют активацию mTORC1, за счет чего, по всей видимости, и имеют положительный 
эффект в отношении клеточного старения. 
Таким образом, исследование эффектов рапамицина, а также соединений, 
модулирующих активность ключевых регуляторов mTOR, является перспективным в 
контексте старения. Поскольку существует мнение, что организменное старение 
опосредовано истощением пула СК, изучение влияния ингибирования mTOR на процесс 
преждевременного старения стволовых клеток представляется не менее важным. Кроме 
того, гипертрофия стареющих клеток и повышенное содержание белка в цитоплазме 
подразумевают вовлеченность mTORC1 в развитие фенотипа старения клеток. Эта идея 
легла в основу настоящей работы, посвященной исследованию роли mTORC1 пути в 
H2O2-индуцированном старении эндометриальных стволовых клеток человека.  
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
1. Клеточная линия и особенности культивирования клеток 
В работе использовали эндометриальные мезенхимные стволовые клетки человека 
(эМСК) линии 2304, полученные сотрудниками Отдела внутриклеточной сигнализации и 
транспорта Института цитологии РАН (Санкт-Петербург). эМСК выделяли из 
десквамированного эндометрия менструальной крови от здоровых доноров (Земелько и 
др., 2011). Клетки культивировали в среде DMEM/F12 (Gibco, США), содержащей 10 % 
эмбриональной сыворотки (HyClone, США), 1 % пенициллина-стрептомицина и 1 % 
глутамакса (Gibco, США), при 37 ºС в атмосфере 5 % СО2 во флаконах площадью 25 см
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или 75 см2. Для всех экспериментов клетки рассевали на культуральные чашки диаметром 
35 мм (Corning, США) или 24-луночные платы (NUNC, Дания) в плотности 15×103 
клеток/см2. Для всех опытов использовали субконфлюентные культуры 6–9 пассажей 
через сутки после рассева. 
2. Моделирование окислительного стресса и условия обработки клеток 
Окислительный стресс моделировали добавлением в бессывороточную ростовую 
среду 2 мМ раствора перекиси водорода (Н2О2) (конечная концентрация 200 мкМ), 
который готовили из 30 %-ного раствора Н2О2 (Sigma, США) непосредственно перед 
использованием. Обработку клеток проводили в течение 1 ч при 37 оС в атмосфере 5 % 
СО2, после чего клетки дважды промывали раствором PBS (фосфатно-солевой буфер) и 
далее культивировали в свежей ростовой среде, содержащей сыворотку. В экспериментах 
использовали следующие соединения: рапамицин в конечной концентрации 200 нМ 
(Calbiochem, США); LY294002 – 20 мкM (LC Laboratories, США); U0126 – 10 мкМ (LC 
Laboratories, США); метформин – 500 мкМ (любезно предоставлен В.Н. Анисимовым). 
Обработку клеток фармакологическими агентами проводили по следующей схеме: 1) 
клетки подвергали окислительному стрессу, как описано выше; 2) после промывки PBS 
клетки инкубировали от 3 до 6 сут в свежей ростовой среде с 10 % содержанием 
сыворотки при постоянном присутствии в ней какого-либо из перечисленных соединений 
в указанной концентрации. Для поддержания постоянной концентрации 
фармакологических агентов культуральную среду меняли через каждые 2 сут и заново 
добавляли нужное соединение. В отдельных случаях клетки подвергали сначала действию 
20 мкМ LY294002 в течение 40 мин в бессывороточной среде, а затем окислительному 
стрессу в стандартных условиях.  
3. Оценка жизнеспособности клеток методом МТТ 
Жизнеспособность клеток после обработки ингибитором в различных 
концентрациях оценивали методом МТТ, основанном на способности митохондриальных 
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дегидрогеназ восстанавливать желтый МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-
тетразолиум бромид) в темно-фиолетовый формазан. Так как реакция восстановления 
происходит только в живых клетках с активными митохондриальными ферментами, 
количество образовавшегося формазана коррелирует с числом живых клеток в популяции. 
Для этих экспериментов клетки выращивали на 24-луночных платах, оценку 
жизнеспособности проводили через 24 ч после начала эксперимента. Удалив 
культуральную среду, к клеткам добавляли раствор МТТ (0,715 мг/мл) (AppliChem, 
Германия), смешанный с ростовой средой. Через 2 ч раствор заменяли на DMSO (Sigma, 
США) для растворения образовавшихся кристаллов формазана и инкубировали клетки в 
течение 15 мин при покачивании на комнатной температуре, после чего измеряли 
абсорбцию раствора при 570 нм на приборе Fluorofot “Charity” (США).  
4. Электрофорез и иммуноблотинг 
4.1. Приготовление проб для электрофоретического разделения   
Прикрепленные клетки дважды промывали холодным PBS и лизировали в буфере, 
содержащем 50 мМ Трис-HCl, 150 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА, 10 % глицерина, 1 
% тритона Х-100, 1 мМ Na3VO4, 1 мМ NaF, 0,5 мМ PMSF, коктейль ингибиторов протеаз 
(1:300, Sigma, США), в течение 6 мин на льду. После лизиса клетки соскребали с чашек и 
центрифугировали в течение 15 мин при 15000 g. К супернатанту добавляли 1/4 часть 
буфера для электрофоретических проб (40 мМ Трис (рН 6,8), 10 % SDS, 20 % 2- 
меркаптоэтанола и 40 % глицерина), после чего инкубировали пробы в течение 5 мин при 
99 ºС. Готовые пробы использовали сразу или хранили при температуре -20 ºС. 
Концентрацию белка в пробах определяли по методу Бредфорд (Bradford, 1976), 
используя овальбумин для построения калибровочной кривой.  
4.2. Электрофорез белков в полиакриламидном геле   
Электрофоретическое разделение белков проводили методом SDS-электрофореза в 
полиакриламидном геле. Процентное содержание акриламида в разделяющем геле 
варьировали (от 4 до 12 %) в зависимости от молекулярного веса интересующих белков. 
Разделение белков проводили в блоках геля 90×60×1 мм при силе тока 30 мА на пластину 
в течение 2-3 ч, используя метод Лэммли (Laemmli, 1970). В форезных камерах 
использовали Tris-глициновый электродный буфер (pH 8,3), содержащий 25 мМ Tris-HCl, 
250 мМ глицина и 0,1 % SDS. 
4.3. Иммуноблотинг со специфическими антителами   
Белки из геля переносили на нитроцеллюлозную мембрану Hybond-C extra 
(Amersham Pharmacia Biotech, Швеция) методом «мокрого» переноса на трансблоте 
фирмы Bio-Rad (США) с использованием буфера, содержащего 48 мМ Tris-HCl, 39 мМ 
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глицина, 0,1 % SDS и 5-20 % метанола в зависимости от молекулярного веса 
интересующих белков. Для визуализации белковых полос на мембране использовали 
Ponceau S (Sigma, США). Иммуноблотинг проводили в соответствии с методикой ECL 
Western Blotting protocols (Amersham Pharmacia Biotech, Швеция). Мембрану промывали 3 
раза по 5 мин в буфере TBS-Tween-20 (TTBS, 20 мМ Трис-HCl (рН 7,6), 150 мМ NaCl, 0,1 
% Tween-20) при покачивании, после чего инкубировали в 5 %-ном растворе сухого 
обезжиренного молока, приготовленном на TTBS, в течение 1 ч при комнатной 
температуре. По окончании инкубации мембрану снова промывали в TTBS 3 раза по 5 
мин и переносили в раствор первичных антител, приготовленный либо на 5 %-ном молоке 
в TTBS, либо на 5%-ном растворе BSA в TTBS и содержащий NaN3 (1:1000), и 
инкубировали в течение ночи на +4 ºC при покачивании. Для специфического выявления 
белков использовали следующие первичные антитела: моноклональные кроличьи 
антитела против р21Cip1/Waf1 (clone 12D1), глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы 
(GAPDH, clone 14C10), а также поликлональные кроличьи антитела против фосфо-p70S6K 
(Thr389), фосфо-S6 (Ser248/244), фосфо-4E-BP1 (Thr37/46), фосфо-р53 (Ser15), фосфо-Rb 
(Ser807/811), фосфо-с-Raf (Ser338), фосфо-MEK1/2 (Ser217/221), фосфо-ERK1/2 
(Thr202/Tyr204), фосфо-p90RSK (Ser380), фосфо-Akt (Thr308). По окончании инкубации с 
первичными антителами мембрану промывали 3 раза по 5 мин в TTBS при покачивании, 
затем помещали в раствор вторичных антител в 5 %-ном растворе молока в TTBS и 
инкубировали в течение 1 ч, после чего снова промывали мембрану, как описано выше. В 
качестве вторичных антител применяли  конъюгированные с пероксидазой хрена козьи 
антитела, выработанные против иммуноглобулинов кролика (GAR-HRP). Все антитела 
были приобретены в фирме Cell Signaling (США). Белки, связавшиеся с антителами, 
выявляли детекцией пероксидазной активности конъюгатов GAR-HRP с помощью 
реакции усиленной хемилюминесценции (ECL, Amersham, Швеция). Для этого мембрану 
инкубировали в растворе ECL в течение 5 мин, а затем регистрировали 
хемилюминесцентное излучение экспонированием на рентгеновскую пленку CEA RP 
NEW (CEA AB, Швеция). 
5. Метод проточной цитофлуориметрии 
5.1. Анализ изменения размера и количества клеток 
Прикрепленные клетки снимали с чашек смесью растворов трипсина и Версена 
(0.05 %), осаждали центрифугированием и промывали раствором PBS. Далее образцы 
анализировали на цитофлуориметре EPICS XL или CytoFlex (Backman Coulter, США). 
Размер клеток оценивали по изменению прямого светорассеяния (FS). Число клеток 
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определяли по количеству событий. Данные собирали и обрабатывали с помощью 
программы WinMDI (версия 2.8) или CytExpert (версия 1.2). 
5.2. Измерение уровня внутриклеточных АФК 
Для оценки внутриклеточного уровня АФК использовали 2,7-дихлорфлуоресцеин 
диацетат (H2DCF-DA) (Molecular Probes, США; Oyama et al., 1994). Прикрепленные к 
поверхности чашки клетки инкубировали в течение 20 мин в среде без сыворотки с 
добавлением флуоресцентного красителя (конечная концентрация 10 мкМ) при 37 ºС в 
темноте. После окончания времени инкубации с красителем клетки переводили в 
суспензионное состояние при помощи смеси растворов трипсина и Версена (0,05 %) и 
анализировали на проточном цитофлуориметре EPICS XL или CytoFlex (Backman Coulter). 
В каждом образце анализировали не менее 10.000 клеток.  
6. Выявление активности SA-β-Gal 
Для выявления активности фермента SA-β-Gal использовали фирменный набор 
«Senescence-galactosidase staining kit» (Cell Signaling, США). Все процедуры осуществляли 
в соответствии с инструкцией фирмы-производителя. Прикрепленные к поверхности 
чашек клетки дважды промывали PBS, фиксировали в течение 10 мин при комнатной 
температуре 1-кратным фиксирующим раствором, после чего снова дважды промывали 
PBS и окрашивали в β-галактозидазном растворе при 37 ºС в течение ночи. Об активности 
SA-β-Gal судили по появлению синих гранул в цитоплазме клеток.  
7. Использованные реактивы и ингибиторы 
В работе использовали неорганические соли и перекись водорода производства 
фирмы Sigma (США), а также ингибиторы: (1) рапамицин (Rapa) – специфический 
ингибитор mTORC1 (в комплексе с белком FKBP12 Rapa подавляет киназную активность 
mTORC1) (Calbiochem, США); (2) LY294002 – селективный синтетический ингибитор 
PI3K, регулирующих активность AKT (LC Laboratories, США); (3) U0126 ‒ высоко 
селективный ингибитор MEK1/2 киназ, регулирующих активность ERK1/2 (LC 
Laboratories, США); (4) метформин (Met) – синтетический активатор AMPK (любезно 
предоставлен В.Н. Анисимовым). 
8. Статистическая обработка данных 
Статистическую обработку полученных данных проводили с использованием 
компьютерных программ Microsoft Excel (Microsoft Corporation, США). При установлении 
достоверности различий данных, подчиняющихся нормальному распределению, 
использовали t-критерий Стьюдента. Данные представлены в виде средних значений ± SD 
(N=3), * – р<0,05; ** – р<0,01; *** – p<0,005 по сравнению с контролем, § – р<0,05; §§ – 




На сегодняшний день показано, что одним из возможных ответов 
пролиферирующих клеток на действие субцитотоксического стресса является индукция 
преждевременного старения (Medrano et al., 1995; Chen et al., 1998; Dumont et al., 2000; 
Toussaint et al., 2000; Oh et al., 2001; Duan et al., 2005; Brandl et al., 2011a). Такую форму 
клеточного старения принято называть стресс-индуцированной. Основные признаки 
стресс-индуцированного старения включают: характерные фенотипические изменения 
клеток (увеличение размера и уплощение клеток), повышение активности SA-β-Gal в 
клетках и потерю пролиферативного потенциала вследствие необратимого ареста 
клеточного цикла. В настоящей работе моделировали окислительный стресс 
кратковременным (в течение 1 ч) действием Н2О2 в сублетальной концентрации 200 мкМ 
на мезенхимальные стволовые клетки человека, выделенные из эндометрия. Выбор 
концентрации был сделан на основании проведенной ранее оценки устойчивости эМСК к 
окислительному стрессу, показавшей, что действие 200 мкМ Н2О2 практически не влияет 
на жизнеспособность клеток (Бурова и др., 2012). Важно отметить, что сравнительно 
недавно сотрудниками нашей лаборатории впервые было установлено, что окислительный 
стресс, инициированный действием 200 мкМ Н2О2, приводит к преждевременному 
старению эМСК (Burova et al., 2013). В рамках данного исследования была поставлена 
цель выяснить функциональное значение mTORC1 сигналинга, а также его регуляторов в 
процессе старения эМСК. 
1. Выявление роли mTORC1 в H2O2-индуцированном старении эМСК 
При исследовании механизма стресс-индуцированного старения эМСК мы 
обнаружили, что в Н2О2-обработанных клетках активируются р53/p21/Rb и p38 MAPK 
сигнальные каскады (Borodkina et al., 2014). На основании литературных данных мы 
предположили, что mTORС1 путь также может быть вовлечен в развитие 
преждевременного старения эМСК. C целью проверки этой гипотезы в настоящей работе 
мы использовали специфический ингибитор mTORС1 – рапамицин (Rapa). 
1.1. Выявление эффектов рапамицина на жиснеспособность клеток и на активность 
компонентов mTORC1 сигнального пути в Н2О2-обработанных эМСК 
Для выбора рабочей концентрации Rapa была проведена оценка жизнеспособности 
Н2О2-обработанных клеток с помощью метода МТТ после их культивирования в течение 
24 ч при постоянном присутствии ингибитора в следующих концентрациях: 50, 200 и 500 
нМ. В результате эксперимента нами было установлено, что Rapa не оказывает 
существенного влияния на жизнеспособность Н2О2-обработанных эМСК ни в одной из 
протестированных концентраций (рис. 6, a).  
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В последующих экспериментах Н2О2-обработанные клетки культивировали в среде 
с добавлением 200 нМ Rapa в течение разного времени. Для проверки предположения о 
возможности обращения уже активированного процесса преждевременного старения 
эМСК был выбран вариант обработки клеток ингибитором не до, а после стрессового 
воздействия. Как видно на рис. 6, в, постобработка клеток 200 нМ Rapa в течение трех 
суток после индукции старения эффективно снижает уровень фосфорилирования 
основных мишеней mTORС1: приводит к полному ингибированию фосфорилирования 
S6K и S6 и значительному уменьшению фосфорилирования 4E-BP1 по сравнению с Н2О2-
обработанными клетками. Эти результаты свидетельствуют о подавлении активности 
mTORС1 сигнального пути в стареющих эМСК. 
1.2. Оценка влияния ингибирования mTORС1 на пролиферативный статус 
стареющих эМСК и активность р53/р21/Rb сигнального пути  
Для выявления роли mTORС1 в развитии старения Н2О2-индуцированных эМСК 
была проведена оценка влияния Rapa на основные маркеры клеточного старения. 
Определяющим признаком старых клеток является блок клеточного цикла, и, как 
следствие, остановка пролиферации, поэтому, прежде всего, мы проанализировали эффект 
Rapa на модуляцию пролиферативного потенциала стареющих эМСК, находящихся в 
состоянии ареста клеточного цикла. Данные, полученные с помощью метода проточной 
цитометрии, показали, что в условиях подавления активности mTORС1 пролиферация 
Н2О2-обработанных клеток не восстанавливается как минимум в течение 6 сут после 
индукции старения. Эти результаты отражены на кривых роста контрольных, Н2О2- и 
(Н2О2+Rapa)-обработанных клеток, приведенных на рис. 6, б. Так как кривые роста 
последних почти полностью совпадают, данные также представлены в виде гистограммы 
для большей наглядности (рис. 6, д). 
Отсутствие восстановления пролиферации в условиях ингибирования mTORС1 
согласуется с результатами иммуноблотинга. Rapa не оказывал влияние на активность 
p53/p21/Rb сигнального пути, опосредующего установление ареста клеточного цикла в 
стареющих эМСК. Уровень фосфорилирования компонентов этого сигнального каскада в 
присутствии Rapa не изменяется на 3 сут после окислительного стресса по сравнению с их 
функциональным статусом в Н2О2-обработанных клетках (рис. 6, г). Полученные 
результаты позволяют заключить, что подавление активности mTORС1 не способно 
изменять функционирование уже активированного p53/p21/Rb пути, а значит отменять 





Рис. 6. Влияние рапамицина на выживаемость (а), пролиферацию (б, д) и 
сигнальные пути (в, г) в Н2О2-обработанных стволовых клетках эндометрия (эМСК). 
 
Клетки подвергали действию 200 мкМ Н2О2 в течение 1 ч, а затем культивировали в 
присутствии 200 нМ рапамицина (Rapa) в течение указанного времени. Жизнеспособность 
(а) клеток определяли методом МТТ; кривые роста (б) построены на основе данных 
проточной цитометрии; гистограмма (д) отражает данные кривых роста; на иммуноблотах 
(в, г) с помощью специфических антител выявляли фосфорилированные белки (указаны 
стрелками) сигнальных каскадов mTORC1 и р53/р21/Rb, соответственно; К – контроль, 
GAPDH – глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа (здесь и на рис. 8, 9, 10, 11, 14). Данные 
представлены в виде средних значений ± SD (N=3), *** – p<0,005 по сравнению с 
контролем, §§§ – p<0,005 по сравнению с Н2О2-обработанными клетками; ns – non 
significant (не достоверное отличие) по сравнениюс контролем или с Н2О2-обработанными 
клетками. 
1.3. Исследование эффектов рапамицина на фенотип старения клеток и уровень 
внутриклеточных АФК в Н2О2-обработанных эМСК 
Наряду с арестом клеточного цикла, важным признаком старых клеток является 
модуляция их фенотипических характеристик: увеличение размера, уплощение и 
избыточная вакуолизация клеток, а также усиление биогенеза лизосом, приводящее к 
повышению активности ассоциированной со старением β-галактозидазы (Campisi, d’Adda 
di Fagagna, 2007). С целью определить влияние Rapa на фенотип старения Н2О2-
индуцированных эМСК мы проанализировали изменение размера клеток и активности 
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SA-β-Gal при обработке данным соединением. Эффект Rapa на модуляцию размера эМСК 
оценивали на 2 и 6 сут после окислительного стресса с помощью проточной цитометрии  
по изменению прямого светорассеяния (FS). Принцип метода основан на регистрации 
светорассеяния от каждой отдельно взятой клетки в суспензии, при этом интенсивность 
рассеянного под малым углом света пропорциональна размеру клетки – крупные клетки 
рассеивают свет сильнее, чем мелкие. Как видно на рис. 7, б, ингибирование mTORС1 
приводит к предотвращению увеличения размера Н2О2-обработанных клеток.  
Повышение активности SA-β-Gal в лизосомах определяется по появлению 
характерных голубых гранул в цитоплазме после окрашивания клеток. В нормальных 
клетках β-галактозидаза детектируется при рН 4,0, в то время как в стареющих клетках 
активность этого фермента обнаруживается уже при рН 6,0 (Dimri et al., 1995). Уровень 
активности SA-β-Gal в стареющих клетках анализировали через 5 сут после воздействия 
Н2О2. В результате эксперимента было установлено, что ингибирование mTORС1 
способствует снижению активности SA-β-Gal в Н2О2-обработанных клетках (рис. 7, а). 
Таким образом, мы показали, что mTORС1 участвует в развитии фенотипа старения Н2О2-
индуцированных эМСК.  
В предыдущих исследованиях мы установили, что процесс Н2О2-индуцированного 
старения эМСК сопровождается повышенной генерацией эндогенных АФК (Borodkina et 
al., 2014). В связи с этим мы также оценивали, какой эффект оказывает Rapa на уровень 
внутриклеточных АФК в Н2О2-обработанных клетках, используя краситель H2DCF-DA. 
На рис. 7, в показано, что в условиях ингибирования mTORС1 в клетках заметно 
уменьшается продукция АФК на 3 и 5 сут после индукции старения по сравнению с Н2О2-
обработанными клетками. Принимая во внимание полученные результаты, можно 






Рис. 7. Модуляция признаков преждевременного старения Н2О2-обработанных эМСК 
при действии Rapa. 
 
Клетки обрабатывали, как указано в подписи к рис. 6. а – выявление активности SA-β-Gal 
в контрольных, Н2О2- и (Н2О2+Rapa)-обработанных клетках; б – средний размер клеток, 
определенный по прямому светорассеянию клеток (FS) методом проточной цитометрии; в 
– средняя интенсивность флуоресценции (ИФ) АФК-зависимого зонда Н2DCF-DA 
(проточная цитометрия). Данные представлены в виде средних значений ± SD (N=3), * – 
р<0,05; *** – p<0,005 по сравнению с контролем, § – р<0,05; §§ – р<0,01 по сравнению с 
Н2О2-обработанными клетками; ns – non significant (не достоверное отличие) по сранению 
с контролем или с Н2О2-обработанными клетками. 
 
2. Влияние mTOR на Raf/MEK/ERK/p90RSK сигнальный путь в стареющих эМСК 
В предыдущих исследованиях мы установили, что процесс стресс-
индуцированного старения эМСК сопровождается взаимной негативной регуляцией 
между р53/р21 и МАР-киназными сигнальными путями, в том числе 
Raf/MEK/ERK/p90RSK (Дерябин и др., 2015). В настоящей работе мы оценивали влияние 
mTORС1 на активность Raf/MEK/ERK/p90RSK-каскада в стареющих эМСК. Для 
подавления активности mTORС1, как и прежде, использовали рапамицин в концентрации 
200 нМ. В качестве положительного контроля проверили действие специфического 
ингибитора MEK1/2/ERK1/2 – U0126 (U) в концентрации 10 мкМ на уровень активации 
Raf/MEK/ERK/p90RSK сигнального пути. 
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Результаты иммуноблотинга демонстрируют подавление фосфорилирования киназ 
ERK1/2 и p90RSK в Н2О2-обработанных клетках под действием U0126,  при этом уровень 
фосфорилирования Raf и MEK1/2 киназ повышается в соответствии с принципом 
обратной связи (рис. 8). Интересно, что ингибирование активности mTORС1 с помощью 
Rapa приводит к усилению активации всех компонентов Raf/MEK/ERK/p90RSK 
сигнального каскада через 3 сут после индукции старения в клетках по сравнению с  Н2О2-
индуцированными эМСК, не обработанными Rapa (рис. 8). Полученные результаты 
позволяют заключить, что mTORС1 является негативным регулятором 
Raf/MEK/ERK/p90RSK пути в стареющих эМСК.         
 
Рис. 8. Действие Rapa и U0126 на Raf/МЕК/ERK/p90RSK сигнальный путь в 
стареющих эМСК. 
  
Старение индуцировали 1-часовым действием 200 мкМ Н2О2. Затем клетки 
культивировали в течение 3-х сут в ростовой среде, содержащей 200 нМ Rapa или 10 мкМ 
U0126 (U). Фосфорилированные формы белков (показаны стрелками) ERK-зависимого 
сигнального каскада в присутствии ингибиторов выявляли с помощью специфических 
антител.  
 
3. Влияние AKT киназы на mTORС1 сигнальный путь и ее роль в преждевременном 
старении эМСК 
Как известно, основными регуляторами mTORС1 сигнального пути являются три 
ключевые киназы – AKT, ERK и AMPK. Мы предположили, что модуляция активности 
каждой из этих киназ может привести к изменениям в функционировании mTORС1 пути в 
процессе развития стресс-индуцированного старения эМСК. В настоящей работе мы 
проанализировали эффекты ингибирования AKT и ERK, а также активации AMPK на 




3.1. Установление роли AKT киназы в регуляции mTORC1 пути при преждевременном 
старении эМСК 
Для проверки предположения об участии AKT в регуляции mTORС1 пути в 
стареющих эМСК мы использовали селективный ингибитор PI3K/AKT – LY294002 (LY) в  
концентрации 20 мкМ. Киназа AKT фосфорилируется в ответ на внешние стимулы по 
Thr308 посредством PI3K, а также по Ser473 комплексом mTORС2, что требуется для ее 
полной активации. Как показано на рис. 10, а, предобработка эМСК с помощью LY 
полностью подавляет Н2О2-индуцированное фосфорилирование AKT по Thr308, что 
свидетельствует о специфичности действия ингибитора в выбранной концентрации.  
Результаты иммуноблотинга показали, что действие LY в течение 3-5 сут после 
индукции старения эМСК приводит к подавлению активности мишеней mTORС1, S6K и 
S6, по сравнению с Н2О2-обработанными клетками (рис. 9, б). Исходя из полученных 
данных, можно заключить, что AKT киназа положительно регулирует функционирование 
mTORС1 в Н2О2-индуцированных эМСК, так как подавление ее активности вызывает 
практически полное ингибирование основных компонентов mTORС1 сигнального пути.  
3.2. Исследование характера изменения основных признаков старения Н2О2-
обработанных эМСК в условиях ингибирования AKT 
В связи с полученными результатами мы предположили, что AKT киназа может 
быть ответственна за установление фенотипа старения эМСК, подвергнутых 
окислительному стрессу, через mTORС1 путь. Действительно, анализ изменения размера 
клеток с помощью проточной цитометрии показал, что действие LY на Н2О2-
обработанные эМСК в течение 5 сут препятствует развитию гипертрофии клеток (рис. 9, 
в). Кроме того, в присутствии LY наблюдается снижение активности SA-β-Gal в Н2О2-
обработанных клетках до уровня контроля к 5 сут после индукции старения (рис. 9, а). 
Важно подчеркнуть, что эффекты Rapa (рис. 7, а, б) и LY (рис. 9, а, в) в отношении 




Рис. 9. LY снижает активность SA-β-Gal (а) и mTORС1 пути (б) в Н2О2-обработанных 
эМСК, а также предотвращает увеличение размера страеющих клеток (в). 
 
Условия обработки клеток: LY294002 (LY) добавляли в среду после 1-часового действия 
Н2О2 и культивировали клетки в течение указанного времени. а – выявление активности 
SA-β-Gal в контрольных, Н2О2- и (Н2О2+LY)-обработанных клетках; б – уровень 
фосфорилирования белков p70S6K и S6, выявленный с помощью иммуноблотинга 
(стрелки); в – средний размер клеток, определенный по прямому светорассеянию клеток 
(FS) методом проточной цитометрии. Данные представлены в виде средних значений ± SD 
(N=3), *** – p<0,005 по сравнению с контролем, §§§ – p<0,005 по сравнению с Н2О2-
обработанными клетками. 
3.3. Анализ пролиферативного статуса клеток и активности р53/р21/Rb сигнального 
пути в Н2О2-обработанных эМСК при действии LY 
Интересно, что ингибирование AKT киназы, как и подавление активности 
комплекса mTORC1, не оказывало влияния на H2O2-индуцированный арест клеточного 
цикла стареющих эМСК, о чем свидельствуют кривые роста, построенные на основе 
данных проточной цитометрии (рис. 10, в). Для большей наглядности данные также 
представлены в виде гистограммы (рис. 10, г).  
В этом случае отсутствие восстановления пролиферативного потенциала Н2О2-
обработанных клеток обусловлено сохранением повышенной активности р53/р21/Rb 
сигнального пути (рис. 10, б), как и в экспериментах с Rapa (рис. 6, г). Интересно, что 
результаты иммуноблотинга демонстрируют также небольшое увеличение 
42 
 
фосфорилирования р53 в стареющих эМСК, культивировавшихся в среде с добавлением 
LY (рис. 10, б). Таким образом, ингибирование AKT, так же как и mTORС1, не 
модулирует пролиферативный статус Н2О2-индуцированных клеток в силу отсутствия 
снижения функционирования р53/р21/Rb пути. 
 
Рис. 10. Ингибирование AKT усиливает активацию р53 (б) и не влияет на 
пролиферативный потенциал (в, г) стареющих эМСК. 
 
а – уровень фосфорилирования киназы AKT по Thr308 (иммуноблот, стрелка) в клетках, 
подвергнутых обработке 200 мкМ Н2О2 в течение 30 мин без или с предварительной 
обработкой 20 мкМ LY; б – уровень фосфорилирования белков р53 и Rb (иммуноблот, 
стрелки); в – кривые роста контрольных, Н2О2- и (Н2О2+LY)-обработанных клеток; 
гистограмма (г) отражает данные кривых роста (б, в, г – 20 мкМ LY добавляли в среду 
после 1-часового действия Н2О2). Данные представлены в виде средних значений ± SD 
(N=3), * – р<0,05; *** – p<0,005 по сравнению с контролем; ns – non significant (не 
достоверное отличие) по сравнению с Н2О2-обработанными клетками. 
 
4. Роль белка ERK1/2 в регуляции mTORC1 сигнального пути при стресс-
индуцированном старении эМСК 
4.1. Выявление эффектов  U0126  на активность mTORС1 сигнального пути в  Н2О2-
обработанных клетках 
Чтобы оценить влияние МАР-киназы ERK1/2 на активность компонентов mTORС1 
сигнального каскада при преждевременном старении эМСК, Н2О2-обработанные клетки 
культивировали в среде, содержащей 10 мкМ U0126. Как демонстрируют результаты 
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иммуноблотинга, уровень фосфорилирования белков S6 и 4E-BP1 почти не изменяется 
при действии U0126 через 3 сут после индукции старения по сравнению с Н2О2-
обработанными клетками, при этом наблюдается лишь небольшое снижение 
фосфорилирования S6K (рис. 11). Таким образом, ингибирование ERK1/2 оказывает очень 
слабое влияние на функционирование mTORС1 сигнального пути в стареющих эМСК.  
 
Рис. 11. Действие Rapa и U0126 на mTORC1 сигнальный путь в стареющих эМСК. 
  
Старение индуцировали 1-часовым действием 200 мкМ Н2О2. Затем клетки 
культивировали в течение 3-х сут в ростовой среде, содержащей 200 нМ Rapa или 10 мкМ 
U. Фосфорилированные формы белков (показаны стрелками) mTORC1 сигнального 
каскада в присутствии ингибиторов выявляли с помощью специфических антител.  
 
4.2. Оценка маркеров преждевременного старения клеток в условиях ингибирования 
активности ERК1/2 
Отсутствие влияния ERК1/2 на активность mTORС1 сигнального каскада 
объясняет результаты, полученные с помощью метода проточной цитометрии. Обработка 
эМСК ингибитором ERК1/2 в течение 6 сут после окислительного стресса не 
предотвращает увеличение размера стареющих клеток (рис. 12, б). Однако мы 
обнаружили, что культивирование эМСК в присутствии U0126 приводит к существенному 
снижению активности SA-β-Gal в клетках через 5 сут после индукции старения по 
сравнению с Н2О2-индуцированными эМСК, не обработанными U0126 (рис. 12, а). Более 
того, действие U0126 в течение 6 сут способствует уменьшению продукции АФК в Н2О2-
обработанных клетках (рис. 12, в). Опираясь на полученные результаты, можно 
предположить, что появление некоторых характеристик стареющих эМСК, в частности 
повышенная активность SA-β-Gal и генерация внутриклеточных АФК, коррелируют с 
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Рис. 12. Изменение активности SA-β-Gal (а), размера клеток (б), уровня 
внутриклеточных АФК (в) в Н2О2-обработанных эМСК при действии U0126. 
 
Клетки подвергали действию 200 мкМ Н2О2 в течение 1 ч, а затем культивировали в 
присутствии 10 мкМ U в течение указанного времени. а – выявление активности SA-β-Gal 
в контрольных, Н2О2- и (Н2О2+U)-обработанных клетках; б – средний размер клеток, 
определенный по прямому светорассеянию клеток (FS) методом проточной цитометрии; в 
– интенсивность флуоресценции (ИФ) АФК-зависимого зонда Н2DCF-DA (проточная 
цитометрия). Данные представлены в виде средних значений ± SD (N=3), * – р<0,5; ** – 
р<0,01; *** – p<0,005 по сравнению с контролем; § – р<0,5 по сравнению с Н2О2-
обработанными клетками. ns – non significant (не достоверное отличие) по сравнению с 
Н2О2-обработанными клетками. 
 
Далее мы проанализировали эффект U0126 на пролиферативную активность Н2О2-
индуцированных эМСК. Как видно на рис. 13, а, кривые роста Н2О2- и (Н2О2+U)-
обработанных клеток через 6 сут после индукции старения полностью совпадают. Для 
большей наглядности результаты также представлены в виде гистограммы (рис. 13, б). 
Эти данные свидетельствуют об отсутствии модулирующего влияния ингибитора ERK1/2 
на пролиферативный потенциал стареющих эМСК, находящихся в состоянии ареста 
клеточного цикла. Таким образом, в условиях ингибирования ERK1/2 в Н2О2-
обработанных клетках наблюдается заметное снижение активности SA-β-Gal и уровня 
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эндогенных АФК, однако активность mTORС1 сигнального каскада, размер и 
пролиферативный статус клеток не претерпевают изменений.  
 
Рис. 13. Влияние U0126 на пролиферативную активность Н2О2-обработанных эМСК. 
 
Клетки обрабатывали, как указано в подписи к рис. 12. а – кривые роста контрольных, 
Н2О2- и (Н2О2+U)-обработанных клеток; гистограмма (б) отражает данные кривых роста. 
Данные представлены в виде средних значений ± SD (N=3), * – р<0,05 по сравнению с 
контролем; ns – non significant (не достоверное отличие) по сравнению с Н2О2-
обработанными клетками. 
 
5. Изучение роли AMPK в регуляции mTORC1 пути в процессе Н2О2-
индуцированного старения эМСК 
В настоящей работе мы также оценивали функциональный статус компонентов 
mTORС1 сигнального пути при активации АМРК метформином в Н2О2-обработанных 
эМСК, а также исследовали эффекты метформина в отношении стресс-индуцированного 
старения эМСК. Однако мы не обнаружили модуляции фенотипа или пролиферативного 
статуса стареющих клеток при обработке данным соединением, несмотря на снижение 
активности участников mTORС1 и p53/p21 сигнальных путей (рис. 14). В свете этих 
результатов, мы предполагаем, что АМРК оказывает слабое влияние на mTORС1 каскад в 
контексте преждевременного старения эМСК и ее активации недостаточно для отмены 




Рис. 14. Эффект метформина на активацию AMPK, активность mTORC1 (а) и 
p53/p21 (б) сигнальных путей, размер клеток (в), уровень эндогенных АФК (г) и 





Клетки подвергали окислительному стрессу, инкубируя в среде с добавлением 200 мкМ 
Н2О2 в течение 1 ч, а затем культивировали в присутствии 500 мкМ метформина (Met) или 
200 нМ Rapa в течение указанного времени. С помощью иммуноблотинга проверяли 
действие метформина в различных концентрациях: для этих экспериментов клетки 
обрабатывали 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; или 5 мМ метформина в течение 3-х сут после 
индукции старения. На иммуноблотах (а, б) с помощью специфических антител выявляли 
фосфорилированные белки (указаны стрелками) сигнальных каскадов mTORC1 и 
р53/р21, соответственно; в – средний размер клеток, определенный по прямому 
светорассеянию клеток (FS) методом проточной цитометрии; г – интенсивность 
флуоресценции (ИФ) АФК-зависимого зонда Н2DCF-DA (проточная цитометрия); д – 
выявление активности SA-β-Gal в контрольных, Н2О2- и (Н2О2+Met)-обработанных 
клетках; кривые роста (е) построены на основе данных проточной цитометрии. Данные 
представлены в виде средних значений ± SD (N=3), * – p<0,005; ** – p<0,01; *** – p<0,005 
по сравнению с контролем, § – p<0,005; §§ – p<0,01 по сравнению с Н2О2-обработанными 





В последнее время активно ведутся исследования ответов мезенхимных стволовых 
клеток человека на различные стрессовые воздействия, такие как окислительный стресс и 
тепловой шок, УФ- и γ-излучение, так как перспектива практического использования 
МСК в заместительной клеточной терапии зависит от их всесторонней изученности (Otto, 
Wright, 2011; Tower, 2012). Было обнаружено, что в ответ на сублетальный стресс МСК 
могут входить в состояние преждевременного старения (Wang, Jang, 2009; Brandl et al., 
2011b; Kim et al., 2011; Alekseenko et al., 2012; Cmielova et al., 2012; Ko et al., 2012; Larsen 
et al., 2012; Burova et al., 2013), сопровождающееся необратимой потерей пролиферации и 
характерными фенотипическими изменениями. Преждевременное старение стволовых 
клеток может приводить к утрате их способности регенерировать поврежденные ткани, 
что следует учитывать при трансплантации стволовых клеток для лечения различных 
заболеваний. Таким образом, исследование молекулярных механизмов, опосредующих 
процесс развития преждевременного старения стволовых клеток, имеет несомненную 
практическую значимость.  
Ранее мы показали, что мезенхимные стволовые клетки человека, выделенные из 
десквамированного эндометрия, подвергаются преждевременному старению в ответ на 
сублетальный окислительный стресс (Burova et al., 2013). При исследовании механизма 
стресс-индуцированного старения эМСК мы обнаружили, что в Н2О2-обработанных 
клетках активируются р53/p21/Rb и p38 MAPK сигнальные каскады (Borodkina et al., 
2014). На основании литературных данных мы предположили, что mTORС1 путь также 
может быть вовлечен в развитие преждевременного старения эМСК. C целью проверки 
этой гипотезы в настоящей работе мы использовали специфический ингибитор mTORС1 – 
рапамицин (Rapa).  
Для подбора условий обработки клеток ингибитором сначала мы оценивали 
жизнеспособность Н2О2-индуцированных эМСК при культивировании их в среде с 
добавлением Rapa в разных концентрациях. Мы не выявили существенного снижения 
числа живых клеток в популяции при действии Rapa – выживаемость клеток составила 
более 70%. Важно подчеркнуть, что такая доля живых клеток остается в популяции при 
комбинации действия Н2О2 и Rapa, что согласуется с результатами экспериментов на 
дермальных фибробластах крайней плоти. При обработке клеток Rapa в разных 
концентрациях их жизнеспособность была выше 80%. Однако при сочетании УФ-
облучения и действия Rapa выживаемость клеток составляла менее 80% (Brenneisen et al., 
2000). Далее мы установили, что обработка Н2О2-индуцированных клеток Rapa в 
выбранной нами концентрации приводит к эффективному блокированию 
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фосфорилирования основных мишеней mTORС1 – S6K, S6 и 4E-BP1, что свидетельствует 
об ингибировании mTORС1 пути в стареющих эМСК. Другие авторы использовали 
аналогичную концентрацию ингибитора в своих экспериментах и демонстрировали 
подавление активности mTORС1 снижением уровня фосфорилирования S6K и S6 
(Romanov et al., 2010; Pospelova et al., 2012; Guo et al., 2014). Неполное подавление 
фосфорилирования белка 4Е-ВР1 в Н2О2-стимулированных эМСК в присутствии Rapa 
можно объяснить тем обстоятельством, что в условиях длительной обработки клеток 
ингибитором появляется Rapa-устойчивая форма 4Е-ВР1 (Choo et al., 2008). Нами был 
выбран вариант постобработки Н2О2-индуцированных клеток Rapa с постоянным 
поддержанием ингибитора в ростовой среде для проверки предположения о возможности 
отмены преждевременного старения эМСК, которое запускается в клетках уже в течение 
первых минут действия Н2О2 (Burova et al., 2013). Стоит отметить, что предыдущие 
попытки обратить Н2О2-индуцированное старение эМСК в нашей лаборатории были 
успешными при использовании ингибиторов р38 МАРК ‒ SB203580 и BIRB796 (Borodkina 
et al., 2014; Бородкина и др., 2016).  
Преждевременное старение эМСК характеризуется в первую очередь арестом 
клеточного цикла и, как следствие, остановкой пролиферации клеток. Таким образом, при 
выяснении функционального значения mTORС1 в развитии стресс-индуцированного 
старения эМСК мы, прежде всего, оценивали влияние ингибирования этого белкового 
комплекса на пролиферативный статус стареющих клеток. Вопреки ожиданиям, мы не 
наблюдали возобновления пролиферации Н2О2-обработанных эМСК в присутствии Rapa. 
Стоит отметить, что литературные сведения, касающиеся восстановления 
пролиферативного потенциала стареющих клеток в условиях подавления активности 
mTORС1, противоречивы. С одной стороны, имеются доказательства того, что Rapa 
способствует возобновлению пролиферативной активности различных типов стареющих 
клеток. Так, при действии Rapa восстанавливалась пролиферация Н2О2-индуцированных 
клеток пигментного эпителия сетчатки ARPE-19, клеток фибросаркомы человека HT1080 
с индуцируемым p21 (HT-p21) или р16 (HT-p16) с помощью изопропил-β-
тиогалактозидазы (IPTG), NaB-индуцированных HT1080 и эмбриональных фибробластов 
мышей и крыс ERas (Demidenko et al., 2009b), репликативно стареющих эмбриональных 
фибробластов крыс (REFs) (Pospelova et al., 2012), гематопоэтических стволовых клеток 
старых мышей (Chen et al., 2014), а также мышиных ГСК ex vivo (Luo et al., 2015). Важно 
подчеркнуть, что пролиферативный статус Н2О2- или DOX (доксорубицин)-
стимулированных ARPE-19, IPTG-индуцированных HT-p21 и HT-p16, NaB-
индуцированных HT1080 и Eras не изменялся в присутствии Rapa, если агент, 
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вызывающий старение, не удаляли (Demidenko et al., 2009b). С другой стороны, Rapa не 
приводил к возобновлению пролиферации иммортализованных фибробластов человека 
BJ-T при AKT-индуцированном старении (Astle et al., 2012), а также NaB-
индуцированных эмбриональных фибробластов мышей Eras p21 (Waf1)+/+ (Romanov et al., 
2010). Такая разница эффектов Rapa на пролиферативный потенциал стареющих клеток 
может быть обусловлена специфичностью использованных клеточных линий, способа 
индукции старения и его формы. Например, клетки линии HT1080 являются раковыми, 
что уже предполагает измененный сигналинг и возможность избегать состояние старения 
этими клетками. Более того, у HT1080 отсутствует белок p16, который мог бы вносить 
дополнительный вклад в развитие старения. Эмбриональные фибробласты мышей и крыс 
ERas также являются трансформированными клеточными линиями. В экспериментах с 
IPTG индукция старения происходит под влиянием только одного фактора – экспрессии 
p21 или p16. В случае эМСК, являющихся первичной клеточной линией, 
преждевременное старение опосредовано многими факторами, включая повреждение 
ДНК, и обратить его гораздо сложнее. Стоит отметить, что при Н2О2-индуцированном 
старении ARPE-19 не происходило активации белка p53, необходимой для остановки 
клеточного цикла стареющих эМСК, что подразумевает другой механизм старения ARPE-
19, который модулируется при действии Rapa. Кроме того, схема обработки клеток, у 
которых восстанавливалась пролиферативная активность, отличается от нашей: как 
Н2О2/IPTG/NaB, так и Rapa удаляли из ростовой среды и лишь по прошествии нескольких 
суток оценивали число клеток в популяции.  
Отсутствие возобновления пролиферации Н2О2-обработанных эМСК в условиях 
ингибирования mTORС1 согласуется с тем фактом, что Rapa не оказывает влияние на 
активность p53/p21/Rb сигнального пути, опосредующего установление ареста клеточного 
цикла в стареющих эМСК. В литературе описано сложное взаимовлияние белков 
mTORС1 и p53. С одной стороны, известно, что p53 ингибирует mTORС1 в ответ на 
клеточный стресс, включая повреждение ДНК, в частности через активацию PTEN и 
AMPK (Stambolic et al., 2001; Feng et al., 2005; Reiling, Sabatini, 2006; Hasty et al., 2013). С 
другой стороны, mTORС1 усиливает функциональную активность p53/p21 пути через 
активацию S6K, которая в свою очередь фосфорилирует MDM2, негативный регулятор 
p53, что приводит к накоплению p53 в клетке (Lai et al., 2010). Более того, имеются 
сведения о подавлении экспрессии белков p53, а также его мишени p21 при действии 
Rapa. Так, Rapa снижает экспрессию p53 в диплоидных фибробластах человека, 
обработанных бромистым этидием (Nacarelli et al., 2014), уровень экспрессии p21 в 
фибробластах линии WI-38 (Lerner et al., 2013) и в фибробластах кожи BJ (Kolesnichenko 
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et al., 2012) при их репликативном старении, а также препятствует накоплению p53 и p21 
при AKT-индуцированном старении иммортализованных фибробластов человека BJ-T 
(Astle et al., 2012) и накоплению p53, вызванному отсутствием PTEN в первичных 
фибробластах мыши (Alimonti et al., 2010). В стареющих эМСК функционирование 
p53/p21/Rb опосредовано активацией ATM в ответ на повреждение ДНК (Borodkina et al., 
2014). Если Rapa и снижает уровень экспрессии p53, по всей видимости, этого 
недостаточно для подавления активности p53/p21/Rb пути, запускающегося в клетках в 
первые минуты после воздействия Н2О2, так как клетки обрабатывали Rapa уже после 
окислительного стресса. Таким образом, отменить арест клеточного цикла стареющих 
эМСК в условиях постобработки Rapa не представляется возможным. 
На следующем этапе данной работы представлялось важным исследовать характер 
изменения основных фенотипических признаков стресс-индуцированного старения эМСК 
в условиях ингибирования mTORС1. В результате экспериментов нами было установлено, 
что подавление активности mTORС1 пути с помощью Rapa в Н2О2-обработанных эМСК 
приводит к предотвращению увеличения размера клеток, а также способствует снижению 
активности SA-β-Gal. Таким образом, мы заключили, что mTORС1 участвует в развитии 
фенотипа старения Н2О2-стимулированных эМСК. Этот факт представляется вполне 
логичным в соответствии с многочисленными литературными данными об эффектах Rapa 
на модуляцию фенотипа стареющих клеток. Показано, что Rapa уменьшает размер Н2О2-
индуцированных кардиомиоцитов крыс (Tu et al., 2002), NaB-индуцированных 
p21(Waf1)
+/+
 эмбриональных фибробластов мышей ERas (Romanov et al., 2010), а также 
репликативно стареющих эмбриональных фибробластов крыс (Pospelova et al., 2012); 
приводит к снижению активности SA-β-Gal в Н2О2- и DOX-индуцированных клетках 
пигментного эпителия сетчатки ARPE-19 (Demidenko et al., 2009b), а также в 
фибробластах линии WI-38 при их репликативном старении (Lerner et al., 2013); 
способствует уменьшению активности SA-β-Gal и предотвращению гипертрофии IPTG-
обработанных клеток фибросаркомы человека НТ-р21 (Demidenko, Blagosklonny, 2008; 
Demidenko et al., 2009b; Leontieva et al., 2015), а также NaB-индуцированных HT1080 и 
эмбриональных фибробластов мышей и крыс ERas (Demidenko et al., 2009b); снижает 
число SA-β-Gal-положительных клеток в популяции BJ-T фибробластов человека и 
препятствует увеличению размера этих клеток при их AKT-индуцированном старении 
(Astle et al., 2012); уменьшает количество SA-β-Gal-положительных гломерулярных 
мезангиальных клеток крыс на 10% в условиях повышенного содержания глюкозы (Li et 
al., 2012).  
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Помимо вышеперечисленных результатов, мы показали, что в присутствии Rapa в 
Н2О2-обработанных клетках существенно уменьшается продукция АФК, вследствие чего 
можно предположить, что mTORС1 сигнальный путь вовлечен в регуляцию образования 
АФК в стареющих эМСК. Другие исследователи также наблюдали снижение уровня 
эндогенных АФК при действии Rapa в эндотелиальных клетках роговицы (Shin et al., 
2011), в диплоидных фибробластах человека, обработанных бромистым этидием (Nacarelli 
et al., 2014), а также в репликативно стареющих фибробластах WI-38 (Lerner et al., 2013). 
Как известно, неблагоприятное действие АФК в клетках нейтрализуют ферменты 
антиоксидантной защиты. Показано, что Rapa усиливает экспрессию генов 
антиоксидантной защиты в сперматогониальных стволовых клетках старых мышей 
(Kofman et al., 2012). Возможно, причиной снижения уровня АФК в других клетках может 
служить подобный эффект Rapa. 
В ходе настоящей работы мы также установили, что ингибирование активности 
mTORС1 с помощью Rapa приводит к усилению активации всех компонентов 
Raf/MEK/ERK/p90RSK сигнального каскада в Н2О2-обработанных клетках. В связи с этим 
мы заключили, что mTORС1 является негативным регулятором Raf/MEK/ERK/p90RSK 
пути в стареющих эМСК. Такое же влияние Rapa на активность ERK было обнаружено 
как в нормальных, так и в раковых клетках и осуществлялось через S6K/PI3K/Ras-
зависимую петлю обратной связи (Carracedo et al., 2008). Однако другие авторы не 
наблюдали повышения активности ERK в раковых клетках (Soares et al., 2013). Не 
исключено, что такое противоречие связано со специфичностью исследуемых клеточных 
линий.  
На следующем этапе исследования мы проанализировали эффекты ингибирования 
AKT с помощью LY294002 (LY) на активность mTORС1 сигнального пути в процессе 
развития стресс-индуцированного старения эМСК, а также на маркеры старения клеток. 
Как известно, AKT киназа является основным активатором mTORС1, поэтому мы 
предположили, что модуляция ее активности может приводить к изменению 
функционирования mTORС1 пути в Н2О2-обработанных эМСК, а эффекты LY и Rapa на 
характерные признаки стареющих клеток могут быть идентичными. Кроме того, в 
литературе описано, что киназа AKT может выступать индуктором клеточного старения. 
Показано, что конститутивно активная AKT запускает преждевременное старение в 
эндотелиальных клетках человека (Miyauchi et al., 2004), в эмбриональных фибробластах 
мыши (Chen et al., 2005; Mavrakis et al., 2008; Nogueira et al., 2008), в первичных 
кератиноцитах мыши (Moral et al., 2009), в иммортализованных фибробластах человека 
BJ-T (Astle et al., 2012), а также в первичных фибробластах человека (Kolesnichenko et al., 
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2012). В результате экспериментов мы выявили индукцию AKT в клетках вскоре после 
воздействия Н2О2, что согласуется с данными, полученными другими исследователями на 
первичных неонатальных вентрикулярных миоцитах крыс (Hernández et al., 2011). В таком 
ключе подавление активности AKT киназы в Н2О2-обработанных эМСК представлялось 
одним из возможных способов отмены развития их преждевременного старения.  
Так как ингибирование AKT с помощью LY почти полностью блокирует 
фосфорилирование основных мишеней mTORС1, S6K и S6, мы заключили, что AKT 
киназа положительно регулирует функционирование mTORС1 сигнального пути в Н2О2-
индуцированных эМСК. Исходя из полученных данных, мы предполагаем, что AKT 
принимает участие в развитии преждевременного старения эМСК именно за счет 
активации этого пути, как показано в работах и других авторов (Demidenko, 2009a; 
Hernández et al., 2011; Astle et al., 2012; Kolesnichenko et al., 2012). 
Как и ожидалось, эффекты Rapa и LY оказались идентичными. Как и Rapa, LY 
препятствует увеличению размера Н2О2-обработанных клеток и повышению активности 
SA-β-Gal. Эти факты согласуются с результатами других исследователей, которые также 
наблюдали снижение интенсивности окрашивания на SA-β-Gal в IPTG-обработанных 
клетках фибросаркомы человека HT1080-p21-9 (HT-p21) (Demidenko, 2009a). Более того, 
подавление активности AKT киназы, как и комплекса mTORС1, не способствует 
возобновлению пролиферации стареющих эМСК. Мы полагаем, что отсутствие эффекта 
LY на модуляцию пролиферативного статуса Н2О2-обработанных клеток, как и в случае с 
использованием Rapa, обусловлено сохранением повышенной активности р53/р21/Rb 
сигнального пути. Интересно, что Demidenko и соавторы продемонстрировали 
восстановление пролиферативной активности (IPTG+LY)-обработанных HT-p21 клеток 
(Demidenko, 2009a). Однако стоит отметить, что в этой работе использовалась совершенно 
иная схема эксперимента и клеточная линия, как и в других исследованиях, которые 
подробно обсуждались выше. 
В ходе экспериментов нами также было обнаружено, что при действии LY в 
стареющих эМСК происходит небольшое увеличение фосфорилирования р53 по 
сравнению с клетками, обработанными только Н2О2. В норме AKT киназа является 
активатором MDM2, который отправляет р53 на протеасомную деградацию и 
поддерживает низкий уровень этого белка в клетке (Astle et al., 2012). Принимая во 
внимание эти литературные сведения, можно предположить, что ингибирование AKT 




В настоящей работе мы также оценивали влияние ERK1/2 на активность 
компонентов mTORС1 сигнального каскада при преждевременном старении эМСК. 
Вопреки ожиданиям, мы установили, что ингибирование ERK1/2 с помощью U0126 
оказывает очень слабый эффект на функционирование mTORС1 сигнального пути в 
стареющих эМСК. Этот факт противоречит современным представлениям о позитивном 
влиянии MEK/ERK/p90RSK каскада на функциональный статус mTORС1 (Tee et al., 2002; 
Brugarolas et al., 2004; Blagosklonny, 2006; Martelli et al., 2010). Стоит отметить, что в 
работе Demidenko и соавторов наблюдается подавление активности основных мишеней 
mTORС1 в присутствии U0126 по прошествии одних суток после индукции старения, 
однако к третьим суткам, как и в нашем случае, фосфорилирование участников mTORС1 
пути восстанавливается (Demidenko, 2009a).  
В связи с отсутствием модуляции активности mTORС1 сигнального каскада в 
условиях ингибирования ERК1/2 сохранение морфологии стареющих эМСК при действии 
U0126 представляется вполне логичным. Однако, несмотря на то что U0126 не 
предотвращает гипертрофию Н2О2-обработанных клеток, мы обнаружили значительное 
снижение активности SA-β-Gal, чего не было отмечено для (IPTG+U0126)-обработанных 
HT-p21 клеток (Demidenko, 2009a). Опираясь на полученные результаты, можно 
предположить, что повышенная активность SA-β-Gal в стареющих эМСК коррелирует с 
активностью MAP-киназ ERК1/2 в обход модуляции функционирования mTORС1 
сигнального пути. Кроме того, мы показали, что U0126 препятствует увеличению 
продукции внутриклеточных АФК в Н2О2-обработанных эМСК. Интересно, что ERК1/2 
негативно регулируют FOXO3a, усиливая его взаимодействие с MDM2, в раковых клетках 
(Yang et al., 2008). Как известно, FOXO3a является транскрипционным фактором и 
индуцирует экспрессию генов антиоксидантной защиты. Возможно, ERК1/2 опосредуют 
повышение уровня эндогенных АФК в стареющих эМСК именно через ингибирование 
FOXO3a, а U0126 нейтрализует этот процесс.  
При оценке влияния подавления активности ERК1/2 на пролиферативный статус 
Н2О2-обработанных эМСК мы не наблюдали увеличения числа клеток в популяции. 
Отсутствие возобновления пролиферации стареющих клеток в присутствии U0126 можно 
объяснить тем, что MEK/ERK/p90RSK сигнальный каскад является каноническим путем, 
стимулирующим деление клеток в ответ на факторы роста, и подавление его активности, 
напротив, применяется для остановки пролиферации раковых клеток (Carracedo et al., 
2008). Интересно, что IPTG-индуцированные HT-p21 клетки восстанавливали 
пролиферативную активность при обработке U0126 (Demidenko, 2009a). Такой эффект 
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может быть связан с особенностями использованной клеточной линии и способа 
индукции старения, как уже обсуждалось выше. 
При изучении стресс-индуцированного старения эМСК в контексте mTOR 
сигналинга нам также представлялось интересным исследовать роль AMPK в этом 
процессе. Мы выявили небольшое подавление активности mTORС1 и p53/p21 сигнальных 
путей в Н2О2-обработанных клетках при активации AMPK метформином. Однако нами не 
была зафиксирована модуляция основных маркеров старения клеток, несмотря на то что в 
литературе описан положительный эффект индукции AMPK в отношении клеточного 
старения, в том числе вызванного окислительным стрессом (Ido et al., 2012; Han et al., 
2016; Hooten et al., 2016; Marycz et al., 2016). Возможно, отсутствие влияния метформина 
на фенотип и пролиферативный статус стареющих эМСК связано с тем, что активность 
AMPK не изменяется в Н2О2-обработанных клетках по сравнению с интактными, а значит 
эта киназа вносит небольшой вклад в развитие преждевременного старения эМСК. Таким 
образом, AMPK оказывает слабое влияние на mTORС1 и не имеет ключевого значения 
при стресс-индуцированном старении эМСК. 
Суммируя все вышеизложенные результаты, можно заключить, что mTOR 
сигналинг несомненно играет важную роль в преждевременном старении эМСК, главным 
образом, в развитии фенотипа старения клеток, что согласуется с многочисленными 




1. Рапамицин в концентрации 200 нМ эффективно подавляет фосфорилирование 
основных мишеней mTORC1, S6K, S6 и 4E-BP1, в H2O2-обработанных эМСК. 
2. Ингибирование mTORC1 не способствует восстановлению пролиферативного 
потенциала стареющих клеток; не влияет на активность p53/p21/Rb сигнального 
пути; предотвращает увеличение размера клеток и приводит к снижению уровня 
АФК и активности SA-β-Gal в стареющих эМСК. 
3. Подавление активности mTORC1 способствует усилению активации каждого 
компонента Raf/MEK/ERK/p90RSK сигнального каскада в Н2О2-обработанных 
эМСК. 
4. Ингибирование AKT приводит к снижению активности mTORC1 пути при 
преждевременном старении эМСК. 
5. Подавление активности AKT киназы способствует предотвращению увеличения 
размера Н2О2-обработанных клеток и снижению активности SA-β-Gal, но не 
приводит к возобновлению пролиферации стареющих клеток и модуляции 
функционирования p53/p21/Rb пути. 
6. Ингибирование ERK1/2  почти не оказывает влияние на активность mTORC1 пути 
в стареющих эМСК. 
7. Подавление активности ERK1/2 способствует снижению уровня АФК и активности 
SA-β-Gal в Н2О2-обработанных эМСК, но при этом не приводит к восстановлению 
пролиферативного потенциала и предотвращению увеличения размера стареющих 
клеток. 
8. AMPK оказывает слабое влияние на mTORС1 и не играет ключевой роли в 
процессе Н2О2-индуцированного старения эМСК. 
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